Immunologische Reaktionen auf ein Inhalationstrauma in Kombination mit einer Verbrennung : Etablierung eines standardisierten Tiermodells unter besonderer Berücksichtigung des intraalveolären Interleukin-6 by Stromps, Jan-Philipp
 
 
Immunologische Reaktionen auf ein Inhalationstrauma 
in Kombination mit einer Verbrennung 
- Etablierung eines standardisierten Tiermodells 
unter besonderer Berücksichtigung des intraalveolären Interleukin - 6 
 
 
 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät 
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen 
zur Erlangung des akademischen Grades 
eines Doktors der Medizin 
genehmigte Dissertation 
 
 
 
 
 
 
vorgelegt 
von 
Jan-Philipp Stromps 
aus Krefeld 
 
 
 
 
Berichter:    Herr Universitätsprofessor 
Dr. med. Dr. univ. med. Prof. h.c. mult. Norbert Pallua 
 
 Herr Universitätsprofessor 
Dr. med. Rolf Rossaint 
 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 16. Juni 2010 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek 
online verfügbar. 
 
 
Inhaltsangabe: 
Abkürzungsverzeichnis 
 
1. Einleitung…………………………………………………………………………...1 
1.1 Aufgabe und Zielsetzung………………………………………………….2 
 
2. Grundlagen…………………………………………………………………………3 
2.1 Inhalationstrauma und ARDS…………………………………………….3 
2.1.1 Definition des Inhalationstraumas………………...…………...3 
2.1.2 Allgemeines zum Inhalationstrauma……………..…………...3 
2.1.3 Pathophysiologie des Inhalationstraumas………..….……….4 
2.1.3.1 Phasen des Inhalationstraumas………………..…………...5 
2.1.4 ARDS………………………………………………...…………...6 
2.1.5 Auswirkungen auf den Intraalveolarraum………..….………..8 
2.2 Hautverbrennungen………………………………………………..……...9 
2.2.1 Tiefengrade der Verbrennungswunde…………….…….…..11 
2.2.2 Gewebezonen der Verbrennungswunde…………..…….….12 
2.2.3 Entzündungsreaktion der Verbrennungswunde…….………14 
2.3 Kombination von Inhalations- und Verbrennungstrauma………...….15 
2.4 Immunologische Faktoren………………………………………...…….17 
2.4.1 Interleukin-6………………………………………………...…..17 
2.5 Grundlagen in der Akuttherapie Brandverletzter………..……...…….19 
2.5.1 Flüssigkeitssubstitution.………………………………..……..19 
 
3. Material und Methodik…………………………………………………………..20 
3.1 Versuchstiere und Gruppeneinteilung…………………………...…….20 
3.1.1 Narkose………………………………………………...……….21 
3.1.2 Präparation……………………………………………...……...22 
3.1.3 Beatmung…………………………………..…………………..26 
3.2 Inhalationstrauma…………………………………………...…………...27 
3.3 Verbrennungstrauma…………………………………………………….30 
3.4 Kombination von Inhalations- und Verbrennungstrauma……...…….32 
3.5 Probengewinnung………………………………………………………..32 
3.5.1 Blutentnahmen……………………………...………………….32 
3.5.2 Bronchoalveoläre Lavage (BAL)…………………...………...33 
3.5.3 Organentnahme………………………………...……………...34 
3.6 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)…………………….34 
3.6.1 Allgemeines…………………………………...………………..34 
3.6.2 Probenaufarbeitung………………………...………………….36 
3.6.3 Durchführung der ELISA für IL-6……………………………..36 
3.7 Datenverarbeitung und statistische Analyse…..………...……………37 
 
4. Ergebnisse.……………………………………………………………………….38 
4.1 Tierversuche……………………………………………………………...38 
4.1.1 Komplikationen während der Tierversuche………..…….….38 
4.2 ELISA-Messungen für IL-6…………………………...…………………38 
4.2.1 Kontrollgruppe (A)…………………………...………………...39 
4.2.2 Verbrennungsgruppe (B)…………………...…………………40 
4.2.3 Inhalationsgruppe (C)………………………………………….41 
4.2.4 Kombinationsgruppe (D)………………...…………………....43 
4.2.5 Verhalten der Versuchsgruppen untereinander…..…..……44 
4.2.5.1 IL-6 Konzentrationen im zeitlichen Verlauf…..…...44 
 
5. Diskussion………………………………………………………………………...46 
5.1 Tiermodell………………………………………………..……...………..46 
5.1.1 Komplikationen während der Vorversuche und Versuche...48 
5.1.1.1 Hypovolämie……………………………….………...48 
5.1.1.2 Hypothermie…………………………………...……..49 
5.2 Interleukin-6………………...…………………..………...……………...49 
5.2.1 Variabilität der Messwerte…………………………..………...50 
5.2.2 Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen…51 
 
6. Aussichten für die Zukunft…………………………………………………….55 
6.1 Therapieansätze…………………………………………………...…….56 
6.2. Weitere Arbeiten……………………………………………………...…57 
 
7. Zusammenfassung……………………………...……………………………....58 
 
 
 
Anhang: 
I. Literaturverzeichnis……………………………………………………………...60 
 
II. Abbildungsverzeichnis…………………………………………………………70 
 
III. Tabellenverzeichnis…………………………………………………………….71 
 
IV. Daten der ELISA-Messungen für IL-6……………………………………….72 
IV.1 Kontrollgruppe (A)………………………………………...…………….72 
IV.2 Verbrennungsgruppe (B)……………………………………………….73 
IV.3 Inhalationsgruppe (C)…………………………………………………..74 
IV.4 Kombinationsgruppe (D)…………………………...…………………..75 
 
V. Auflistung der eigenen Publikationen.……………………………………....76 
 
VI. Danksagungen…………………………...……………………………………..78 
 
VII. Erklärung zur Datenaufbewahrung...……………………………………….79 
 
VIII. Lebenslauf……………..……………………………………………………….80 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abkürzungsverzeichnis: 
Abb. Abbildung 
ALI Acute Lung Injury 
ANOVA Analysis of Variance 
ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome 
BAL / BALF Broncho-Alveoläre Lavage / - Flüssigkeit 
BE Basen Exzess 
COPD Chronic Obstructive Pulmonary Disease 
CRP Capsel reactive Protein 
DIN Deutsches Institut für Normung 
ECMO Extra-Corporal Membrane Oxygenation 
ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 
FiO2 Fraction of inspired Oxygen 
HRP Horse Radish Peroxidase 
IF-γ Interferon Gamma 
IL-6    Interleukin 6 
INH Inhalation Injury 
kDA Kilo Dalton 
KGW Körpergewicht 
MHC Major Histocompatibility Complex 
MOV Multi Organ Versagen 
mm Hg Millimeter Quecksilbersäule 
mRNA Messenger Ribonucleic Acid 
OP Operation 
PEEP Positive End Expiratory Pressure 
pg/ml Pikogramm pro Milliliter 
PVC Poly Vinyl Chlorid 
SD Standard Deviation (Standardabweichung) 
SEM Standard Error of the Mean (Standardfehler des 
Mittelwertes) 
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome 
TBSA Total Body Surface Area 
TNF-α       Tumor Nekrose Faktor alpha 
U/min Umdrehungen pro Minute 
VKOF Verbrannte Körperoberfläche 
  - 1 - 
1. Einleitung: 
 
Die Mortalität von Patienten, welche entweder unter einem Verbrennungs- oder 
einem Inhalationstrauma litten, konnte dank therapeutischer Fortschritte 
innerhalb der letzten zehn Jahre deutlich gesenkt werden (Miller et al., 2006). 
Im gleichen Zeitraum ist jedoch die Mortalität von Patienten mit einem 
Kombinationstrauma aus Verbrennung und Inhalation um 20-70% gestiegen 
(Gartner et al., 2002, Miller et al., 2006). Inhalationstraumata in Kombination mit 
äußeren Verbrennungen führen zu einer deutlich höheren Mortalität der 
Patienten als die jeweilige Verletzung alleine und sind für den Großteil der 
Todesfälle bei Schwerbrandverletzten verantwortlich (Birky und Clarke, 1981, 
Gartner et al., 2002, Miller et al., 2006). Da diese beiden Traumata bei 
Brandopfern häufig zusammen auftreten ist es wichtig, die 
pathophysiologischen und immunologischen Ursachen dafür zu erfahren.  
Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass sich sowohl aus dem 
Inhalationstrauma als auch aus der Verbrennungskrankheit, innerhalb kürzester 
Zeit eine ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome) entwickeln kann, 
welches schließlich zu einem Multiorganversagen (MOV) führen kann 
(Alexander, 1990, Enkhbaatar und Traber, 2004, Soejima et al., 2001).  
Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein standardisiertes Tiermodell zu etablieren, 
welches die Untersuchung eines Inhalationstraumas in Kombination mit einer 
Verbrennung von 30% der Körperoberfläche (VKOF), auf die immunologischen 
Auswirkungen ermöglicht. Bisher haben Arbeitsgruppen zu dieser Fragestellung 
meist auf Großtiere wie Schafe, Schweine oder Hunde zurückgegriffen (Fan et 
al., 2006, Jeng et al., 2003, Tasaki et al., 2002). Das Ziel des ersten Abschnitts 
dieser Studie war deshalb, ein standarisiertes Modell an einem Kleintier wie der 
Ratte zu etablieren. Ein Vorteil der Untersuchungen am Kleintier ist neben der 
erhöhten Wirtschaftlichkeit auch die Tatsache, dass gerade für die Ratte eine 
sehr große Auswahl an ELISA-Sets zur Verfügung steht. 
Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurden die immunologischen Auswirkungen 
eines Inhalations- und Verbrennungstraumas im Hinblick auf die intraalveoläre 
Interleukin-6 Konzentration untersucht. Das Interleukin-6 eine entscheidende 
Rolle bei der Entzündungsreaktion, sowohl nach Thermischen- als auch nach 
Inhalations-Trauma spielt, ist in zahlreichen Studien belegt (Nijsten et al., 1991, 
Sparkes, 1997). 
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Einige Arbeitsgruppen konnten diesbezüglich nachweisen, dass den 
immunologischen Vorgängen im Intraalveolarraum dabei eine entscheidende 
Rolle zukommt (Barrett et al., 2006, Clark et al., 1988, Yu et al., 2002). In der 
initialen Phase der Entzündungsreaktion des ARDS sind entsprechende 
Entzündungsmediatoren, in der bronchoalveolären Lavage-Flüssigkeit (BALF) 
früher nachweisbar als im Serum (Pugin et al., 1999). 
Von der Erforschung der immunologischen Vorgänge nach einem 
Kombinationstrauma verspricht man sich nicht nur neue Ansätze für mögliche 
Therapiekonzepte sondern auch die Möglichkeit den aktuellen Status, Verlauf 
und Prognose der Krankheit im klinischen Alltag feststellen zu können. 
 
 
1.1 Aufgabe und Zielsetzung: 
 
Aufgabe und Ziel dieser Arbeit war es: 
 
1) Ein standardisierten Modells zur Erforschung der Kombination aus 
Inhalations- und Verbrennungstrauma an der Ratte zu etablieren. 
2) Die immunologischen Folgen dieses Kombinationstraumas, unter 
spezieller Berücksichtigung der Exkretion von IL-6 in den intraalveolären 
Raum, zu untersuchen. 
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2. Grundlagen: 
 
2.1 Inhalationstrauma und ARDS: 
2.1.1 Definition des Inhalationstraumas: 
 
Ein Inhalationstrauma ist eine Schädigung der Atemwege durch toxische 
Komponenten der inhalierten Gase und/oder direkte thermische Einwirkung 
beim Brandverletzten (Clark, 1992). Im Bereich des Lungenparenchyms 
überwiegt jedoch die toxische Schädigung, da eine thermische Schädigung 
unterhalb der Stimmritze wegen des guten Wärmeaustausches des oberen 
Respirationstraktes ein sehr seltener Schädigungsmechanismus ist. 
 
 
2.1.2 Allgemeines zum Inhalationstrauma: 
 
Ein Inhalationstrauma ist bei 7-35% der Verbrennungspatienten nachzuweisen 
(Miller et al., 2006, Shirani et al., 1987). Im Rahmen eines Brandes in 
geschlossenen Räumen, z.B. eines Hausbrandes, muss deshalb stets an ein 
Inhalationstrauma gedacht werden, auch wenn das initiale Röntgenbild der 
Lunge keinen Hinweis dafür gibt (Wittram und Kenny, 1994). Das 
Vorhandensein eines solchen Inhalationstraumas bei Verbrennungspatienten 
erhöht die Mortalität erheblich (Meshulam-Derazon et al., 2006, Sobel et al., 
1992, Thompson et al., 1986). Die Gesamtmortalität der Patienten auf 
Verbrennungsstationen beträgt 5% wobei die Patienten mit schweren 
Inhalationstraumata den größten Anteil hiervon ausmachen (Miller et al., 2006). 
Das Inhalationstrauma war im Jahre 1981 laut einer  Studie von Birky et al. für 
ungefähr 80% der Todesfälle bei Schwerbrandverletzten verantwortlich (Birky 
und Clarke, 1981).  Die Letalität des Inhalationstraumas ist dank 
therapeutischer Fortschritte in den letzten Jahrzehnten zwar deutlich gesunken, 
beträgt aber derzeit immer noch 26,3%, wohingegen die Mortalität der 
Verbrennungspatienten ohne Inhalationstrauma bei lediglich 4,1% liegt (Miller et 
al., 2006). Bis dato gibt es keine geprüfte pharmakologische Therapie. Das 
Vorhandensein eines Inhalationstraumas ist deshalb noch immer einer der 
entscheidenden Faktoren was die Prognose und den Krankheitsverlauf von 
Verbrennungspatienten angeht. 
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2.1.3 Pathophysiologie des Inhalationstraumas: 
 
Die inhalierten Rauchgase enthalten verschiedene toxische Bestandteile wobei 
vor allem Kohlenmonoxid, Aldehyde, Stickoxide sowie verschiedene Säuren 
und Basen zu nennen sind (Prien und Traber, 1988)(s. Tab. 2.1).  
 
Tabelle 2.1: Toxische Verbrennungsprodukte (modifiziert nach Prien et al. (Prien und Traber, 
1988)) 
Ausgangssubstanz: Toxisches Verbrennungsprodukt: 
Polyvinylchlorid (PVC)  Chlor (Cl) 
 Kohlenmonoxid (CO) 
 Phosgen (CCl2O) 
 Salzsäure (HCl) 
Holz (Buchenholzsplitt), 
Papier, Baumwolle 
 Ameisensäure (=Hydrocarbonsäure, 
HCOOH) 
 Essigsäure (CH3COOH) 
 Ethanal (CH3CHO) 
 Methanal (=Formaldehyd, CH2O) 
 Propenal (C2H3CHO) 
 
 
Diese Komponenten bewirken neben einer lokalen Schleimhautschädigung 
auch eine systemische Schädigung.  
Die lokale Schädigung führt zu einem Schleimhautödem, Zelluntergängen und 
Ablösung von geschädigten Schleimhautanteilen. Durch eine Zerstörung des 
Flimmerepithels können diese Zelltrümmer, inhalierte Rauchpartikel und das 
vermehrte Bronchialsekret schlechter abtransportiert werden. Dadurch 
entstehen Atemwegsobstruktionen  und Atelektasen, welche durch eine 
zusätzlich auftretende erhöhte Exsudation einer proteinreicher Flüssigkeit in 
das Bronchiallumen noch verstärkt werden (Isago et al., 1991). Über eine 
Fibrosierung dieser obstruktiven Bestandteile kann es dann zur Bildung von 
fibrinösen Ausgüssen der Atemwege kommen (Pratt et al., 1979). Diese sind 
ein guter Nährboden für verschieden Bakterien, wodurch es häufig im weiteren 
Verlauf zur Entstehung einer Bronchitis und Pneumonie kommen kann.  
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Im Hinblick auf die systemische Schädigung durch toxische 
Verbrennungsprodukte ist besonders die Kohlenmonoxidintoxikation zu nennen, 
da diese am häufigsten im Zusammenhang mit Verbrennungsprozessen auftritt 
(Lee et al., 2005, Prien und Traber, 1988). Kohlenmonoxid weist eine 200-
250fach stärkere Affinität zum Hämoglobin auf als Sauerstoff, wodurch die 
Sauerstoffsättigung und der Sauerstofftransport im Blut reduziert werden. Dies 
kann unmittelbar nach einem Inhalationstrauma über einen Hypoxie und 
Hyperkapnie zum Tode führen. Ebenso kann die im Rauchgas enthaltene 
Blausäure zu einer Verminderung der zellulären Oxygenierung, durch eine 
reversible Hemmung der Cytochrom-Oxidase, führen. Dies führt dann zu einem 
direkten Sauerstoffmangel des Gewebes. 
 
 
2.1.3.1 Phasen des Inhalationstraumas: 
 
Klinisch verläuft das Inhalationstrauma in drei verschiedenen Phasen (Herndon 
et al., 1987).  
 
 Frühphase: In der Frühphase stellen der verminderte 
Sauerstofftransport und das akute alveoläre Lungenödem das 
Hauptproblem dar.  
 Intermediäre Phase: Die sich an die Frühphase anschließende Phase 
(6 Stunden bis 3 Tage nach Trauma) ist gekennzeichnet durch die 
Ausbildung von Atelektasen und eines interstitiellen Lungenödems, 
bedingt durch eine erhöhte Exkretion sowie den erschwerten 
Sekretabtransport.  
 Spätphase: Die darauf folgende Spätphase (ab dem 7 Tag) ist geprägt 
durch die Entwicklung einer Bronchitis und Pneumonie auf dem Boden 
bestehender Atelektasen  sowie dem erschwerten Sekretabtransport. 
Der sich daran anschließende Verlauf ist häufig geprägt durch die 
Entstehung eines ARDS (akuten progressiven Lungenversagens).  
 
Im Rahmen dieser Studie sollten vor allem die immunologischen Auswirkungen 
der frühen und intermediären Phase genauer untersucht werden. 
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2.1.4 ARDS: 
 
Als Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) bezeichnet man eine durch 
diffuse Schädigung des Lungenparenchyms verursachte akute respiratorische 
Insuffizienz. Ashbaugh et al. beschrieben als erste im Jahr 1967 das klinische 
Bild des ARDS (Ashbaugh et al., 1967) mit den folgenden Symptomen: 
 
 Sauerstofftherapierefraktäre Zyanose 
 Herabgesetzte Lungen-Compliance 
 Diffuse Infiltrate auf dem Röntgen-Thorax-Bild 
 
Seit 1967 sind verschiedene Definitionen und Kriterien diskutiert worden, die 
klinisch helfen sollen ein ARDS zu diagnostizieren. Die am häufigsten 
verwendete Definition bezieht sich auf die Amerikanisch-Europäische-Konsens-
Konferenz des ARDS im Jahre 1994 (Bernard et al., 1994) und beinhaltet die 
folgenden Diagnosekriterien: 
 
 Diffuse bilaterale Infiltrate auf dem Röntgen-Thorax-Bild 
 Pulmonalarteriendruck ≤ 18 mm Hg 
 PaO2:FiO2 ≤ 200 (PaO2=arterieller Sauerstoffpartialdruck, 
FiO2=Eingeatmeter Sauerstoffanteil) 
 
Davon abzugrenzen ist die minderschwere Form des akuten Lungenschadens, 
die  ALI (Acute Lung Injury), welche sich von den ARDS-Kriterien lediglich 
durch ein  PaO2:FiO2 ≤ 300 unterscheidet (Bernard et al., 1994). Die einheitliche 
Definition des klinischen Bildes eines ARDS soll neben einer 
Diagnoseerleichterung auch dazu verhelfen, Patienten aus verschiedenen 
klinischen Studien miteinander zu vergleichen. Ein Nachteil dieser Definition ist 
jedoch, dass sie nicht die vielen verschiedenen Ursachen berücksichtigt, die zu 
einem ARDS führen können. Das ARDS ist eine multifaktorielle Erkrankung die 
sowohl aus einer direkten als auch aus einer indirekten Schädigung des 
Lungengewebes resultieren kann (Bernard et al., 1994, Gunther et al., 2001) 
(s. Tab. 2.2).  
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Tabelle 2.2: Direkte und indirekte Ursachen eines ARDS (Gunther et al., 2001) 
Direkte Lungenschädigung Indirekte Lungenschädigung 
Häufige Ursachen:  
 Pnemonie 
 Lungenödem 
 Aspiration 
Häufige Ursachen:  
 Sepsis 
 schweres Trauma mit Schock 
Seltenere Ursachen:  
 Inhalationstrauma 
 Lungenembolie 
 Lungenkontusion 
Seltenere Ursachen:  
 Verbrennungstrauma 
 akute Pankreatitis 
 Bluttransfusionen 
 Drogenintoxikationen 
 
 
Sekundärfaktoren wie  ein erhöhtes Lebensalter, Kachexie, Niereninsuffizienz, 
niedriger pH-Wert, chronische obstruktive Lungenkrankheit (COPD), Rauchen 
und chronischer Alkoholabusus fördern die Entwicklung eines ARDS (Hudson 
et al., 1995, Hussain et al., 2006, Wu et al., 2006).  Funktionell ist das ARDS 
gekennzeichnet durch eine arterielle Hypoxie, radiologisch nachweisbare 
Lungeninfiltrate, eine erniedrigte Lungendehnbarkeit (=Compliance) und eine 
verminderte funktionelle Residualkapazität (Gunther et al., 2001). Klinisch 
verläuft das ARDS meistens in zwei Phasen. In der exsudativen Phase kommt 
es zur Ausbildung eines interstitiellen Ödems und in der proliferativen Phase 
kommt es dann zu einem bindegewebigen Umbau der Lunge (Fein et al., 1986). 
Die Letalität des ARDS ist dank therapeutischer Fortschritte und verschiedener 
Behandlungsstrategien in den letzten Jahrzehnten gesunken (Haitsma et al., 
2003, Mols et al., 2006). Dabei haben sich sowohl konventionelle 
Behandlungsmethoden wie die druckkontrollierte Beatmung, permissive 
Hyperkapnie, Wechsellagerung des Patienten, extrakorporale Oxygenation 
(ECMO), als auch neuere Therapieansätze wie die Surfactant-Applikation 
bewährt (Haitsma et al., 2003, Pallua et al., 1998, Verbrugge et al., 1997). Trotz 
dieser Fortschritte bei der Behandlung des Inhalationstraumas und des ARDS 
beträgt die Letalität zurzeit immer noch ungefähr 30% (Miller et al., 2006). 
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2.1.5 Auswirkungen auf den Intraalveolarraum: 
 
Die Alveolen (Synonym: Lungenbläschen) sind der Lungenanteil, in dem der 
Gasaustausch stattfindet. Der Durchmesser einer menschlichen Alveole beträgt  
ca. 0,1-0,2 mm. Die Zahl der Alveolen in der Lunge wird auf 300 Millionen 
geschätzt, wodurch sich eine alveolärere Oberfläche von ca. 100 m2 ergibt 
(Waldeyer und Mayet, 1993). Die Alveolarmembran besteht im Wesentlichen 
aus zwei unterschiedlichen Zelltypen. Ein Großteil der Alveolaroberfläche (90%) 
wird dabei von den flachen Typ I Alveolarzellen (Pneumozyten Typ I) gebildet. 
Die restliche Fläche bilden die kuboidalen Typ II Alveolarzellen (Pneumozyten 
Typ II), zu deren Funktionen unter anderem die Produktion des Surfactant 
gehört (s. Abb. 2.1).  
Der Surfactant benetzt die gesamte alveoläre Epithelschicht. Dieser 
Surfactantfilm sorgt für eine Reduzierung der Oberflächenspannung, welche im 
Wesentlichen dazu führt, dass während der Expiration die Alveolen nicht 
kollabieren. Im Rahmen eines Inhalationstraumas und/oder ARDS kommt es zu 
einer Alteration der Surfactant-Funktion, woraus ein alveolärer Kollaps 
resultieren kann (Robertson, 1998). Die so geschädigten Lungenabschnitte 
stehen dann für den Gasaustausch nicht länger zur Verfügung.  
In den Alveolen befinden sich auch eine große Anzahl immunkompetenter 
Zellen, wie z.B. Alveolarmakrophagen und neutrophile Granulozyten. Diese sind 
unter anderem für eine erhöhte Exkretion von Entzündungsmediatoren (z.B. 
Interleukin-6) in den Intraalveolarraum, in der initialen Phase nach einem 
Inhalationstrauma verantwortlich (Schutte et al., 1996). (s. Abb. 2.1) 
In der frühen Phase der Entzündungsreaktion nach einem Inhalationstrauma, 
sind im Intraalveolarraum bereits erhöhte Konzentrationen und Aktivitäten von 
Entzündungsmediatoren nachweisbar, wohingegen sich diese im Blutserum 
erst verspätet nachweisen lassen (Pugin et al., 1999). Das erklärt warum im 
Hinblick auf die frühen immunologischen Auswirkungen eines 
Inhalationstraumas, die Untersuchung der bronchoalveolären Lavage-
Flüssigkeit (BALF) von großem Interesse ist. 
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung einer Lungenalveole 
 
 
2.2 Hautverbrennungen: 
 
Die Haut bildet die äußere Körperoberfläche und besteht aus verschiedenen 
Anteilen. Der oberflächlichen Epidermis, der darunter liegenden Dermis und der 
Subkutis. Die verschiedenen Anhangsgebilde der Haut wie Haare, Nägel und 
Drüsen sind von der Epidermis abzuleiten. Abhängig von den verschiedenen 
Körperregionen variiert die Dicke der Haut zwischen 0,5 bis 2 mm (Waldeyer 
und Mayet, 1993).  
Zu den wichtigsten Funktionen der Haut gehört der Schutz des Körpers, Tast- 
und Gefühlssinn, die immunologische Abwehr, Regulation von Flüssigkeits- und 
Elektrolythaushalt sowie die Thermoregulation.  
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Eine Schädigung der Haut durch Hitzeeinwirkung beeinträchtigt diese 
Funktionen und kann dadurch zu einem Flüssigkeits- und Elektrolytverlust, 
Infektion mit pathogenen Keimen, gestörter Thermoregulation und Verlust der 
somatoviszeralen Sensibilität führen (Adeniran et al., 1995).  
Darüber hinaus führt eine lokale Hautverbrennung, neben einer erhöhten 
Freisetzung von Entzündungs-Mediatoren sowie Stress-Hormonen, zu 
verschiedenen systemischen Schäden des Organismus (Adeniran et al., 1995, 
Herndon et al., 1987, Martyn et al., 1980, Moody et al., 1985, Piccolo et al., 
1999)(s. Tab. 2.3). Durch diese Vorgänge wird die Entstehung eines ARDS und 
eines Multiorganversagens gefördert. Diese Symptome werden oft noch durch 
das auftreten einer Sepsis sowie eines SIRS (Systemic Inflammatory Response 
Syndrome) verschlechtert (Moody et al., 1985).  
 
Tabelle 2.3: Überblick über systemische Schäden nach Hautverbrennungen (Adeniran et al., 
1995, Herndon et al., 1987, Martyn et al., 1980, Moody et al., 1985, Piccolo et al., 1999) 
Ort der 
Schädigung: 
Art der Schädigung: 
Immunsystem Schwächung der biologischen Abwehr gegen pathogene 
Keime 
Herz Rechtsherzinsuffizienz, Herzkreislaufschock 
Lunge Lungenödem, Pneumonie, ARDS 
Leber Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen, 
Entzündungsmediatoren 
Niere Niereninsuffizienz 
Intestinaltrakt Bakterielle Translokation 
ZNS Freisetzung verschiedener Botenstoffe 
 
 
Die lokalen Auswirkungen von thermischer Energie auf die Haut sind abhängig 
von der Temperatur und von der Einwirkzeit (Xu und Qian, 1995). Beide 
Faktoren bestimmen das Ausmaß der Hautschädigung. Klinisch macht sich die 
Hitzeeinwirkung auf das Gewebe vor allem durch lokale Bildung von Ödemen, 
Erythemen, Brandblasen und Schmerzen bemerkbar. Diese Symptome treten in 
unterschiedlicher Intensität bei den verschiedenen Graden der 
Verbrennungstiefe auf.  
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2.2.1 Tiefengrade der Verbrennungswunde (Heimbach et al., 1992, 
Shakespeare, 2001)(s. Abb. 2.2):  
 
 Verbrennung Grad I: Verbrennungen ersten Grades betreffen 
ausschließlich die Epidermis. Solche Verbrennungswunden führen über 
eine Vasodilatation und Hyperämie zur Ödem- und Erythembildung. 
Diese Wunden sind schmerzhaft sowie mit Juckreiz verbunden, heilen 
jedoch ohne Narbenbildung innerhalb weniger Tage ab.  
 
 Verbrennung Grad II a: Verbrennungen zweiten Grades betreffen 
zusätzlich zur Epidermis auch die Dermis wobei je nach Eindringtiefe des 
Traumas noch weiter zwischen 2a. gradiger und 2b. gradiger 
Verbrennung unterschieden werden kann. Bei einer 2a. gradigen Wunde 
kann es durch die Zerstörung der papillären Anteile der Dermis zur 
Blasenbildung kommen. Die Abheilung erfolgt in der Regel über eine 
Migration und Proliferation von Keratinozyten aus den tieferen dermalen 
Anteilen. Diese Wunden heilen über eine Reepithelisierung meist ohne 
Narbenbildung innerhalb von 14 Tagen ab.  
 
 Verbrennung Grad II b: Bei den tiefergehenden 2b. gradigen 
Verbrennungen ist die Dermis meist bis ins Stratum retikulare betroffen. 
Die Möglichkeit zur Reepithelisierung besteht daher lediglich aus den 
tiefen Hautanhangsgebilden. Es kommt deshalb in der Regel zu einer 
stark narbigen Abheilung der Verbrennungswunde. Solche Wunden 
sollten daher rechtzeitig chirurgisch saniert werden. 
 
 Verbrennung Grad III: Verbrennungen dritten Grades betreffen die 
gesamte Haut und Hautanhangsgebilde in Form einer flächigen 
Koagulationsnekrose. Es kommt zu einer kompletten Zerstörung der 
regenartiven Anteile der Haut, so dass keine Möglichkeit der 
Selbstheilung besteht. Solche Verbrennungswunden müssen meist 
exzidiert und durch ein Transplantat ersetzt werden muss. 
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Abbildung 2.2: Tiefengrade der Verbrennungswunde 
 
 
2.2.2 Gewebezonen der Verbrennungswunde: 
 
Da die Haut eine hohe spezifische Wärme sowie geringe Leitfähigkeit besitzt, 
ist sie in der Lage kurzzeitigen Temperaturerhöhungen durch verdampfen von 
extra- und intrazellulärer Flüssigkeit entgegenzuwirken. Bereits Temperaturen 
um 40°C führen bei langer Einwirkzeit über eine Störung der Na+-Pumpe zu 
einer Schwellung der geschädigten Zellen.  Höhere Temperaturen ab 60°C 
führen dann zu einer Denaturierung von Proteinen (Koagulation) und zu einer 
Zellnekrose (Xu und Qian, 1995).  
Solche Gewebezonen bezeichnet man nach Jackson et al. als 
Koagulationszonen (Jackson, 1953)(s. Abb. 2.3). Innerhalb dieser Zone werden 
Enzyme, toxische Produkte und Entzündungsmediatoren freigesetzt, die auch 
systemischen Schaden anrichten (s. Tab 2.3). 
Die Koagulationszone ist umgeben von einer Stasezone, in der die 
Gewebedurchblutung stark herabgesetzt ist. Die verminderte Perfusion 
resultiert dabei unter anderem aus einer Vasokonstriktion, einer 
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Endothelzellschwellung und der Bildung von Mikrothromben sowie 
Fibrinablagerungen in den Gefäßen.  
Die Hitzeeinwirkung führt an dem geschädigten Gewebe zusätzlich zu einer 
Hyperpermeabilität der Kapillaren (Kapillarleck), wodurch ein Verlust von 
Plasmaproteinen und Flüssigkeit in den interstitiellen Raum stattfindet (Pallua 
und von Heimburg, 2003). Dies führt dann zu der Entstehung eines lokalen 
Ödems, welches durch die erhöhte Kompression, die Durchblutung der Wunde 
weiter beeinträchtigt.  Die Zellen in dieser Zone sind zwar initial vital, eine 
Konversion zur Koagulationszone ist jedoch bei weiterer oder längerfristiger 
Störung der Mikrozirkulation möglich. Diesen Vorgang beschreibt man dann als 
das so genannte Nachbrennen. Einige Studien konnten in diesem 
Zusammenhang eine Verbindung zwischen der erforderlichen 
Flüssigkeitssubstitution und dem Fortschreiten des Nachbrennens aufzeigen 
(Kim et al., 2001). 
An die Stasezone grenzt eine Hyperämiezone, welche durch eine erhöhte 
Durchblutung aufgrund einer Vasodilatation gekennzeichnet ist, was die 
Entstehung eines Erythems begünstigt. Dies geschieht unter anderem durch die 
Freisetzung von Stickstoff (NO) aus den geschädigten Zellen, wobei NO direkt 
dilatierend an den betroffenen Gefäßen wirkt. Außerdem kann Stickstoff in 
hoher Konzentration zelltoxisch wirken, indem es mit Superoxid O2 zu 
Peroxynitrit (ONOO-) reagiert. Dadurch wird auch ein systemischer Schaden 
verursacht,  der z.B. die Entstehung eines Lungenödems und ARDS, durch die 
Schädigung der Alveolarmembran, fördert (Kooy et al., 1995). 
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Abbildung 2.3: Verbrennungszonen nach Jackson (Jackson, 1953) anhand einer 
oberflächlichen Verbrennung zweiten Grades (Grad IIa)  
 
 
2.2.3 Entzündungsreaktion der Verbrennungswunde: 
 
Die Auswirkungen der Hitze auf die Endothelzellen und das Gewebe 
beschränken sich nicht auf die Hautoberfläche, sondern leiten eine systemische 
Entzündungsreaktion ein. Hierbei werden verschieden Enzymkaskaden in Gang 
gesetzt, die nicht durch einen einzelnen immunologischen Faktor oder 
Mechanismus ausgelöst werden, sondern durch eine Vielzahl von Reaktionen 
und Mediatoren (Sparkes, 1997). Diese Prozeduren greifen parallel an 
verschiedenen Punkten der Entzündungsreaktion an und können sich 
gegenseitig sowohl verstärken als auch antagonisieren.  
Die folgenden Vorgänge spielen in diesem Zusammenhang eine entscheidende 
Rolle: 
 
 Endothelzellaktivieung 
 Thrombozytenaktivierung 
 Aktivierung des Komplementsystems 
 Einwanderung- und Aktivierung von Granulozyten und Makrophagen 
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Eine wesentliche Rolle spielt dabei auch das Komplementsystem. Dieses lässt 
sich grob in einen klassischen und einen alternativen Weg unterteilen. Beide 
Wege führen in ihrer Endstrecke zu einer Aktivierung von immunkompetenten 
Zellen, die wiederum aktivierend und chemotaktisch auf neutrophile 
Granulozyten wirken.  
Neben dem Komplementsystem stellt die Zytokinkaskade einen weiteren 
bedeutenden Mechanismus der lokalen Gewebsschädigung, aber auch der 
Ausbildung einer systemischen Sepsis dar. IL-1, IL-6 und TNF-α konnten dabei 
als besonders wichtige proinflammatorische Proteine, der frühen Phase nach 
dem Trauma, identifiziert werden (Endo et al., 1993, Heinrich et al., 1990, 
Nijsten et al., 1991).  
 
 
2.3 Kombination von Inhalations- und Verbrennungstrauma: 
 
Da im Rahmen von Brandunfällen die Opfer häufig eine Kombination aus 
Inhalationstrauma und Hautverbrennungen aufweisen, erscheint es sinnvoll 
beide Krankheiten und Ihre Auswirkungen auf den Organismus, im 
Zusammenhang zu beobachten. Zudem wird die Wichtigkeit der gemeinsamen 
Betrachtung dadurch gestärkt, dass die Mortalität eines alleinigen 
Inhalationstraumas unter 5 - 10% liegt, wohingegen bei einer 
Kombinationsverletzung aus Inhalations- und Verbrennungstrauma die 
Mortalität auf 25% - 50% ansteigt (Clark, 1992, Miller et al., 2006, Ryan et al., 
1998). Nach Ryan et al. (Ryan et al., 1998) lässt sich die Mortalität im klinischen 
Alltag, wie folgt abschätzen. Betrachtet man die Mortalität im Hinblick auf die 
drei folgenden Risikofaktoren, Hautverbrennungen (> 40% TBSA), Alter des 
Patienten < 60 Jahre und das Inhalationstrauma, lässt sich sagen, dass bei 
auftreten eines dieser Faktoren die Mortalität bei 3% liegt. Bei zwei Faktoren ist 
diese dann bereits deutlich auf 33% erhöht und bei Aufeinandertreffen aller drei 
Risikofaktoren beträgt die Mortalität 90% (Ryan et al., 1998). Durch diese 
Erkenntnis sind noch leichter zu merkende und leider nach fast dreißig Jahren 
noch heute Verwendung findende Faustformeln wie die von Zawacki et al. (Alter 
des Patienten addiert mit % der verbrannten Körperoberfläche ergibt ungefähr 
die Mortalität in %) obsolet geworden (Zawacki et al., 1979).  
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Dennoch zeigen die oben genannten Zahlen deutlich, dass die Etablierung 
eines standardisierten Tiermodells, welches die genauere Untersuchung, unter 
besonderer Berücksichtigung der Lungenphysiologie und Immunologie, dieser 
Zusammenhänge zulässt, von hoher klinischer Relevanz ist, um daraus neue 
Erkenntnisse für potentielle Ansatzpunkte für Therapiekonzepte zu entwickeln. 
Da es sowohl nach einem Inhalations- als auch nach einem 
Verbrennungstrauma nicht nur zu einer lokalen Schädigung des Organismus 
kommt, erscheint es sinnvoll, die gemeinsamen Auswirkungen dieser Traumata 
auf die immunologischen Reaktionen, in Kombination zu betrachten. In diesem 
Zusammenhang konnte eine erhöhte Freisetzung von Interleukin-6, sowohl 
nach dem Inhalations- als auch nach dem Verbrennungstrauma beobachtet 
werden (Bankey et al., 1995, Endo et al., 1993, Nijsten et al., 1991, Prien und 
Traber, 1988).   
Ein besseres Verständnis der Immunologie des Kombinationstraumas könnte 
dazu verhelfen die Auswirkungen auf die einzelnen Organsysteme besser zu 
erfassen. Denn neben den direkt geschädigten Organen wie der Lunge und der 
Hautoberfläche, werden andere Organe indirekt geschädigt. In diesem 
Zusammenhang wurde eine kardiale Dysfunktion, durch Schädigung der 
myokardialen Kontraktilität, nach einem Kombinationstrauma beschrieben 
(Soejima et al., 2001). Maas et al. (Maass et al., 2002) konnten nachweisen, 
dass Interleukin-6 eine Rolle bei dieser kardialen Schädigung spielt. 
Neben dem Herz können aber noch weitere Organe durch ein 
Kombinationstrauma in Mitleidenschaft gezogen werden. So konnte gezeigt 
werden, dass es nach einer Verbrennung mit Inhaltionstrauma zu einer 
erhöhten Translokation von Bakterien und Endotoxinen aus dem Intestinaltrakt 
kommt  (Baron et al., 1994, Tokyay et al., 1993), als dies nach einzelnen 
Traumata der Fall ist. 
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2.4 Immunologische Faktoren: 
 
Bei unterschiedlichen Krankheitsbildern und Traumata sind proinflammatorische 
Zytokine wie z.B. IL-1, IL-6 und TNF-α im Serum erhöht nachweisbar, so auch 
beim Verbrennungs- und Inhalationstrauma. Häufig korreliert dabei der 
Schweregrad der klinischen Symptomatik direkt mit der Serumkonzentration 
dieser Zytokine (Nijsten et al., 1991, Oberholzer et al., 2005). 
 
 
2.4.1 Interleukin-6: 
 
Tabelle 2.4: Herkunft und Wirkungen des Interleukin 6 im Organismus (Bauer und Herrmann, 
1991, Castell et al., 1990, Heinrich et al., 1990, Okada et al., 1992) 
Herkunft: Zielorte: Wirkungen: 
 Natural Killer Zellen 
 T-Helfer-Zellen-Typ II 
 Monozyten 
 Makrophagen 
 Fibroblasten 
 Epithelzellen 
 Endothelzellen 
 Immunsystem  Proliferation und 
Aktivierung von B- und T-
Zellen 
 Leber  Freisetzung der Akut-
Phase-Proteine 
 Hypothalamus  Fieber 
 Hypophyse  Freisetzung von ACTH-
/Cortisol 
 Knochenmark  Erythropoese, 
Leukopoese, 
Megakaryozytopoese, 
Stammzelltriggerung 
 Astrozyten  Proliferation und 
Aktivierung 
Alternative Namen: Interferon Beta 2 (IFNB2),  B-Cell Differentiation Factor, 
B-Cell Stimulatory Factor (BSF2), Hepatocyte Stimulatory Factor (HSF), 
Hybridoma Growth Factor (HGF) 
 
 
Interleukin-6 ist ein aus 182 Aminosäuren bestehendes Glykoprotein, mit einem 
Molekulargewicht von 24 kDa und befindet sich auf dem Genort 7p15 
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(Sutherland et al., 1988). Es hat eine Halbwertszeit von einer Stunde und liegt 
meist in dimerer (45 kDa) oder trimerer Form (85 kDa) vor. IL-6 ist ein 
proinflammatorisches Zytokin, das nach einem Trauma (z.B. Inhalations- oder 
Verbrennungstrauma) innerhalb weniger Stunden im Serum nachzuweisen ist, 
wobei es eine gewisse Korrelation zwischen dem gemessenen Serumspiegel 
und der Mortalität der Patienten gibt (Nijsten et al., 1991, Oberholzer et al., 
2005).  
Interleukin-6 wird von verschiedenen Zellen des menschlichen Körpers 
produziert und sezerniert. Zu diesen Zellen gehören unter anderem Natural-
Killer-Zellen, T-Helferzellen-Typ-II, Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, 
Epi- und Endothelzellen (Bauer und Herrmann, 1991, Heinrich et al., 1990).  
Als Zielzellen des IL-6 sind vor allem die Hepatozyten, T- und B-Zellen zu 
nennen, da es in der Leber zusammen mit IL-1, im Rahmen der Akut-Phase-
Reaktion die Synthese von inflammatorisch wirksamen Proteinen (Akut-Phase-
Proteine wie z.B. CRP) induziert (Castell et al., 1990). Zusätzlich steigert IL-6 
die Produktion von IgM- und IgG, da es als Proliferationsfaktor für die Reifung 
von B-Zellen zu Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen mit verantwortlich 
ist (Heinrich et al., 1990). Zusammen mit IL-2 spielt IL-6 bei der Differenzierung 
von unreifen T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen eine entscheidende Rolle. Des 
Weiteren dient es als Wachstumsfaktor für Keratinozyten und 
Mesangiumzellen.  
Eine zusätzliche Rolle spielt IL-6 als „Colony Stimulating Factor“ (CSF) 
zusammen mit Interleukin-3 bei der Erythropoese im Knochenmark (Heinrich et 
al., 1990, Okada et al., 1992).  
Im klinischen Alltag wird bereits heute, das Serum-Interleukin-6 bei der 
Labordiagnostik, als Indikator einer Entzündungsreaktion, verwendet. Wegen 
der angenommenen Rolle von Interleukin-6 bei vielen Krankheitsbildern, ist die 
genauere Untersuchung der biochemischen und physiologischen Wirkungen 
dieses Zytokins, innerhalb der letzten Jahre von immer größerem Interesse 
geworden. Es wird sich davon eine Verbesserung in der Diagnostik, als auch in 
der Entwicklung neuer Ansatzpunkte für mögliche Therapiekonzepte erhofft. 
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2.5 Grundlagen in der Akuttherapie Brandverletzter: 
 
Die klinische Akuttherapie Brandverletzer gliedert sich in verschiedene Schritte 
(Giessler et al., 2004).  
 Sicherstellen der Atemfunktion 
 Monitoring (EKG, Pulsoxymetrie) 
 ggf. Gabe von Medikamenten in der Primärphase 
 Flüssigkeitssubstitution und Bilanzierung 
 Einschätzung des Ausmaßes der Verbrennung 
 Chirurgische Erstmaßnahmen (z.B. Escharatomie) 
 Infektionsprophylaxe 
Das Ausmaß und die Intensität der folgenden Therapiemaßnahmen richten sich 
dann individuell nach dem ermittelten Schweregrad des Verbrennungstraumas, 
der Kreislaufsituation und dem Gesamtbefinden des Patienten. 
 
 
2.5.1 Flüssigkeitssubstitution: 
 
Die in der Akutphase zu substituierende Flüssigkeitsmenge wird im klinischen 
Alltag häufig mit Hilfe der Parkland-Formel (Scheulen und Munster, 1982) 
berechnet. 
 
Parkland-Formel: 4 ml pro kg KGW pro % VKOF 
(50% innerhalb der ersten 8h nach Trauma, 50% in den  folgenden 16h) 
(KGW = Körpergewicht, VKOF = Verbrannte Körperoberfläche) 
 
Es sollte darauf geachtet werden, dass innerhalb der ersten 24 Stunden nach 
Trauma ausschließlich kristalloide Flüssigkeiten (wie z.B. Ringer-Lactat-
Lösung) substituiert werden (Pallua und von Bulow, 2006). Das Parkland-
Schema dient lediglich als Faustformel für die Akuttherapie. Die weitere 
Flüssigkeitssubstitution muss dann im Verlauf an die Kreislaufsituation des 
Patienten individuell angepasst werden. 
Zielparameter sind hierbei ein ausreichender Perfusionsdruck und eine 
angemessene Urinausscheidung als Ausdruck der Organperfusion. 
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3. Material und Methodik: 
 
3.1 Versuchstiere und Gruppeneinteilung:. 
 
Für die Versuche wurden pathogenfreie, weibliche Sprague-Dawley Ratten 
(n=84) mit einem durchschnittlichen Körpergewicht von 300 g (± 30 g KGW) 
eingesetzt. Die Verwendung der Ratten wurde von der Landesregierung 
Nordrhein-Westfahlen gemäß § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes der 
Bundesrepublik Deutschland genehmigt (Tierversuch Nr. 1142). Die Versuche 
unterlagen der ständigen Kontrolle der Tierschutzbeauftragten der RWTH-
Aachen. Bei den Ratten handelte es sich um ausschließlich für Tierversuche 
gezüchtete Tiere. Die Versuchstiere wurden zu fünft in speziellen, mit 
Weichholzgranulat ausgelegten Boxen im Zentrallabor für Versuchstierkunde 
der RWTH Aachen (Leiter: Univ.-Prof. Dr. med. vet. Dr med. habil. Küpper †) 
gehalten. Die Ernährung mit Wasser und pelletiertem Trockenfutter erfolgte ad 
libitum. Die Räumlichkeiten waren klimatisiert und es bestand ein Tag/Nacht-
Rhythmus von 12/12 Stunden 
Die Versuchstiere (n=84) wurden zufällig in vier verschiedene Hauptgruppen, 
zu jeweils 21 Tieren, eingeteilt.  
 
A: Kontrollgruppe 
B: Verbrennungsgruppe 
C: Inhalationsgruppe 
D: Kombinationsgruppe 
 
Zwei dieser Gruppen erhielten während des Versuches ein einzelnes Trauma 
(B: Verbrennungsgruppe und C: Inhalationsgruppe). Eine weitere Gruppe erhielt 
beide Traumata in Kombination (D: Kombinations-Gruppe). Die „Null-Gruppe“ 
(A: Kontrollgruppe) diente dazu, die Auswirkungen der Narkose, Beatmung und 
chirurgischen Präparation auf die Zielparameter festzustellen. Eine weitere 
Unterteilung innerhalb dieser vier Gruppen erfolgte unter dem Aspekt der 
Versuchsdauer, so dass es jeweils eine 1, 3 und eine 6 Stunden Untergruppe, 
aus jeweils 7 Ratten gab (s. Abb. 3.1). 
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Abbildung 3.1: Gruppeneinteilung der Versuchstiere 
 
 
3.1.1 Narkose: 
 
Im Rahmen dieses Tierversuches wurden zur Sedierung und Analgesie die 
folgenden Medikamente verwendet: 
 
Tabelle 3.1: Medikamente zur Sedierung und Analgesie 
Versuchsphase: Einleitung Trauma und Überwachung Tötung 
Medikament: Isoflurane 
(Forene®, 
Wirkstoff: 
Isofluran) 
Ketamin 10% (Wirkstoff: 
Ketaminhydrochlorid) und 
Domitor® (Wirkstoff: 
Medetomidinhydrochlorid) 
Pentobarbital 
(Wirkstoff: 
Sodium 
Pentobarbital) 
 
 
Die Narkose-Einleitung erfolgte durch Inhalation von Isoflurane (Forene®, 
Wirkstoff: Isofluran (1-Chloro-2,2,2,-trifluoroethyldifluoromethylether, Abbot 
Laboratories, Chicago, USA). Hierzu wurde eine sterile Kompresse mit 
Isoflurane getränkt und in einen Glas-Zylinder gelegt. Nach ca. 5 Minuten hatte 
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sich das Gas soweit in der Luft des Glasgefäßes verteilt, dass die Ratte in den 
Zylinder gelegt werden konnte, wo sie das Gas frei einatmete. Dadurch wurde 
das Versuchstier soweit betäubt, dass eine folgende intraperitoneale Injektion 
weiterer Narkotika problemlos möglich und für die Ratte weniger schmerzhaft 
war. Die Vertiefung- und Aufrechterhaltung der Narkose über die gesamte 
Versuchsdauer erfolgte durch intraperitoneale Applikationen von Ketamin 10% 
(Ketamin, Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid 10%, Sanofi-CEVA, Düsseldorf, 
Germany) und Domitor (Domitor®, Wirkstoff: Medetomidinhydrochlorid, Pfizer, 
Karlsruhe, Germany) im Verhältnis 2:1.  
 
Dosierung: 0,6ml/kg Ketamin 10% + Domitor 0,3mg/kg KGW 
 
Die Narkose-Tiefe wurde in regelmäßigen Abständen, durch das Setzen 
spezifischer Schmerzreize und Reflex-Tests, überprüft und gegebenenfalls 
nach Bedarf angepasst. 
 
Tabelle 3.2: Schmerzen während der einzelnen Versuchsphasen 
Versuchsphase: Einleitung Trauma Überwachung Tötung 
Schmerzintensität: Leichte 
(Manipulation 
zur 
Einleitung) 
Keine  
(da 
Narkose) 
Keine  
(da Narkose) 
Keine  
(da 
Narkose) 
 
 
Um während der Narkosedauer einem Auskühlen der Versuchstiere 
vorzubeugen wurde eine Rotlicht-Leuchte ~50cm über dem Versuchsfeld, 
welches zuvor mit sterilen OP-Tüchern abgedeckt wurde, angebracht. 
 
 
3.1.2 Präparation: 
 
Nach erfolgreicher Narkoseeinleitung wurden ~30% der Körperoberfläche der 
Ratte, im Bauch- und Flankenbereich, mit einer Schermaschine (Favorita® II, 
Aesculap, Tuttlingen, Germany) enthaart um den operativen Zugang, sowie das 
spätere Setzen des Verbrennungstraumas zu erleichtern.  
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Die Versuchstiere wurden dann auf das OP-Feld gelegt, wo sie zur weiteren 
Präparation nicht fixiert werden mussten, da die Narkosetiefe permanent 
ausreichte um jedwede Bewegungen der Ratten zu unterbinden.  
Die gescherten Hautareale wurden mit einer Desinfektions-Lösung (Antiseptica, 
Antiseptica Pharm. Produkte, Pulheim, Germany), zur Reduktion der residenten 
Hautflora gereinigt. 
Die eigentliche Präparation begann mit dem Hautschnitt, der mit einer 
handchirurgischen Schere durchgeführt wurde, nach vorheriger, manueller 
Pulskontrolle in der rechten Leistengegend, um das Auffinden der Arterie zu 
erleichtern. Die Darstellung der Leistengefäße erfolgte unter dem OP-Mikroskop 
(Carl Zeiss, Jena, Germany) und unter Verwendung von mikrochirurgischem 
OP-Besteck (Mikrochirurgischer Nadelhalter, Pinzette und Schere, Aesculap, 
Tuttlingen, Germany).  
Anschließend folgte die Punktion und Katheterisierung der rechten Arteria iliaca 
externa. Dazu wurde das Gefäß zuerst untertunnelt und mit einer 
mikrochirurgischen Gefäßklemme (Atraumatic-Mini-Bulldog-Clamp, Aesculap, 
Tuttlingen, Germany) fixiert sowie nach proximal gestaut um einem unnötigen 
Blutverlust während der Einbringung des Katheters vorzubeugen. Der Katheter 
(Vasculon® Plus 0,6x19mm, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) wurde 
zusätzlich mit einer Ligatur (Sutupak® 3-0, Ethicon, Norderstedt, Germany) um 
die Arterie gesichert, um eine mögliche Dislokation zu verhindern sowie die 
Arterie abzudichten, um eventuelle Blutverluste zu verhindern (s. Abb. 3.2).  
Die Präparation erfolgte weitgehend atraumatisch, ohne unnötig Gewebe zu 
verletzen, wodurch die Zielparameter der Versuche hätten negativ beeinflusst 
werden können. 
Nach einem erneuten Hautschnitt, diesmal kranial des Sternums, wurden die 
Halsgefäße und die Trachea freigelegt. Danach wurde die rechte Vena jugularis 
externa punktiert und ein weiterer Katheter (Vasculon® Plus 0,6x19mm, Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, USA) eingebracht. Die so eingeführten arteriellen 
und venösen Zugänge wurden zusätzlich durch Hautnähte (Vicryl® 4-0, 
Ethicon, Norderstedt, Germany) gesichert. Zur Erleichterung der 
Flüssigkeitsgabe sowie späteren Probengewinnung, wurden 3-Wege-Hähne 
(Discofix®, B. Braun, Melsungen, Germany) an die Katheter angeschlossen. 
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Abbildung 3.2: Präparierte rechte Leiste mit Katheter in der rechten Arteria iliaca externa  
 
 
Abbildung 3.3: Tracheal-Kanüle und Katheter für die arteriellen und venösen Zugänge 
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Die Tracheotomie der Ratte richtete sich nach dem von Verbrugge et al. 
etablierten Modell zur Lungenventilation der Ratte (Verbrugge et al., 1998). 
Hierbei wurde das Versuchstier mit Hilfe einer Metallkanüle (s. Abb. 3.3) 
tracheotomiert und über ein speziell angefertigtes Anschlussstück 
(Medizintechnik Uniklinikum RWTH-Aachen, Aachen, Germany), an eine 
Beatmungseinheit (Servo Ventilator 900 C, Siemens, Erlangen, Germany)  
angeschlossen und druckkontrolliert bei 100% O2-Sättigung beatmet.  
Die Trachealkanüle (Medizintechnik Uniklinikum RWTH-Aachen, Aachen, 
Germany) wurde ebenfalls ligiert um eine Dislokation währen der Beatmung zu 
verhindern und um einen luftdichten Verschluss sicherzustellen (s. Abb. 3.4).  
 
 
Abbildung 3.4: Präparierte Halsregion mit Tracheal-Kanüle und Katheter in der rechten Vena 
jugularis externa 
 
 
Um das Mindestzugvolumen dieser Beatmungs-Maschine zu erreichen und um 
das Totraumvolumen im Anschlussstück zu verringern, wurde eine künstliche 
Lunge (Test Lung 190, Siemens, Erlangen, Germany) über ein weiteres 
Anschlussstück parallel zu den Versuchstieren geschaltet (s. Abb. 3.5). 
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Abbildung 3.5: Über ein sternförmiges Anschlussstück mit 6 Anschlüssen können bis zu 5 
Versuchstiere parallel an die Beatmungseinheit angeschlossen werden. Ein Platz bleibt für die 
künstliche Lunge belegt. 
 
 
3.1.3 Beatmung: 
 
Nach Abschluss der Präparation, während der das Versuchstier noch spontan 
selbst atmete, wurde die Ratte an die Beatmungseinheit (s. Abb. 3.6) (Servo 
Ventilator 900 C, Siemens, Erlangen, Germany) angeschlossen und 
druckkontrolliert beatmet. Dabei wurden am Respirator folgende Einstellungen 
vorgenommen. 
 
Tabelle 3.3: Einstellung der Beatmungseinheit 
FiO2 (Fraction of inspired O2) 100% 
Atemfrequenz 25 /min 
PEEP 8 mm Hg 
P max (maximaler Druck während der Inspiration) 25 cm H2O 
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Abbildung 3.6: Beatmungseinheit Servo Ventilator 900 C 
(Firma: Siemens, Erlangen, Germany) 
 
 
3.2 Inhalationstrauma: 
 
Mit Hilfe einer speziellen Verschwelungs-Apparatur (s. Abb. 3.8) 
(Verschwelungsapparatur nach DIN 53436, EPA-Aachen, Aachen, Germany) 
wurde durch die Verbrennung von Holz (reiner Buchenholzsplitt zur 
Fleischräucherung aus dem Metzgereibedarf) und PVC-Granulat (ungefärbtes 
Polyvinylchloridgranulat aus dem Industriebedarf) im Verhältnis 8:1, ein 
Rauchgas-Gemisch erzeugt.  
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Abbildung 3.7: Materialien für die Rauchgasproduktion 
 
 
Dazu wurde dieses PVC-Holz-Gemisch, mit Hilfe eines U-Eisens (s. Abb. 3.7, 
„Schlitten“) aus V2A-Stahl (Versuchsschmelze-2-Austenit, Leg.-Typ: X5CrNi18-
8), in ein Quarzglas mit einer Länge von 1 m und einem Durchmesser von 60 
mm eingebracht.  
Über dieses Quarzglas fuhr dann ein Strahlungsofen, mit einer Geschwindigkeit 
von 1 cm pro Minute, einer Temperatur von 390°C und eine Gesamtdauer von 
10 Minuten (s. Abb. 3.8).  
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Abbildung 3.8: Verschwelungsapparatur nach DIN 53436 
(Firma: EPA-Aachen, Aachen, Germany) 
 
 
Das Ende des Quarzglases wurde über einen 1 m langen Beatmungsschlauch 
an die Beatmungseinheit angeschlossen, so dass die produzierten Schwelgase 
dem Versuchstier für eine Dauer von 1 Minute zugeführt werden konnten (s. 
Abb. 3.9).  
Um sicherzustellen, dass die Konzentrationen der so erzeugten Schwelgase 
jeweils gleich ist, wurden Luftproben mit Mess-Pumpe (Accuro® 
Gasspürpumpe, Dräger Safety, Lübeck, Germany) und -Röhrchen (Dräger 
Safety, Lübeck, Germany) genommen. Dabei wurden die Konzentrationen von 
Salzsäure (HCL) und Kohlenmonoxid (CO) als Konstanzmessungen bestimmt. 
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus beim Inhalationstrauma 
(Grafik zur Verfügung gestellt von A. Reuber) 
 
 
3.3 Verbrennungstrauma: 
 
Um sicherzustellen, dass es sich bei dem von uns gesetzten 
Verbrennungstrauma um eine Verbrennung dritten Grades handelt, wurden im 
Rahmen der Vorversuche Gewebeproben entnommen und vom Institut für 
Pathologie der RWTH Aachen (Leiterin: Univ.-Prof. Dr. med. Knüchel-Clarke) 
untersucht und histologisch aufgearbeitet. 
Nach Berechnung der Körperoberfläche (TBSA= Total Body Surface Area) in % 
mit Hilfe der folgenden Meeh-Formel (Gilpin, 1996):  
 
 
Meeh-Formel: Fläche (cm²) = 11.9 × Körpergewicht 2/3 (kg) 
(11,9 ist die Körperkonstante der Ratte) 
(30% TBSA entsprechen bei einer 300 g schweren Ratte ~140 cm2) 
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wurde der Bauch, Rücken und Flanken, mit Hilfe einer Schermaschine 
(Favorita® II, Aesculap, Tuttlingen, Germany), von Haaren entfernt. Nun wurde 
die zuvor errechnete Hautoberfläche (bei einer 300 g schweren Ratte ca. 140 
cm2) unter Benutzung einer 10 cm2 großen Schablone eingezeichnet. Um nun 
dieser Fläche eine 30% Hautverbrennung Grad III zuzufügen, wurde die Ratte 
einem speziell dafür angefertigtem Verbrennungs-Stempel (s. Abb. 3.10) 
(Medizintechnik, Medizinische Hochschule Hannover, Germany) ausgesetzt. 
Dieser Stempel (Stempeloberfläche 12 cm2) wurde auf eine Temperatur von 
120°C erhitzt und dann über einen Zeitraum von 15 Sekunden unter leichtem 
Druck (20 mmHg) auf die Haut gebracht. Dieser Vorgang wurde solange 
wiederholt, bis das gesamte eingezeichnete Hautareal eine Verbrennung Grad 
III aufwies. Um die Schmerzfreiheit des Versuchstieres während dieser Phase 
weiterhin zu gewährleisten, wurde die Narkose vor setzen des Traumas vertieft. 
 
 
Abbildung 3.10: Verbrennungs-Apparatur bestehend aus Kontrolleinheit und Stempel 
(Medizintechnik, Medizinische Hochschule Hannover, Germany) 
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Nach Applikation des Verbrennungstraumas wurde Flüssigkeit (Ringer-Lactat-
Lösung, B. Braun, Melsungen, Germany) mit Hilfe der Parkland-Formel 
(Scheulen und Munster, 1982) (s. Kap. 2.5.1) substituiert. Dies entspricht bei 
einer Ratte mit einem Körpergewicht von 300 g ungefähr 2 ml/h in den ersten 8 
Stunden nach Trauma.  
 
 
3.4 Kombination von Inhalations- und Verbrennungstrauma: 
 
Bei der Gruppe von Versuchstieren, die eine Kombination von Inhalations- und 
Verbrennungstrauma erhielt (D: Kombinationsgruppe), wurde zuerst das 
Inhalationstrauma gesetzt und in einem Abstand von 15 Minuten, die 30% 
Hautoberflächen-Verbrennung, dritten Grades zugefügt. 
 
 
3.5 Probengewinnung: 
 
Da es sich bei den Versuchen um Final-Versuche handelte, wurden die Tiere 
nach dem Abschluss der jeweiligen Untersuchungen durch eine intravenöse 
Überdosis Pentobarbital (Wirkstoff: Sodium Pentobarbital, Roche, Grenzach-
Whylen, Germany) 200 mg/kg KGW getötet. Dies entspricht einer Dosis von 60 
mg Pentobarbital i.v. für eine 300 g schwere Ratte. 
Die im Folgenden beschriebenen Blut- und Gewebeproben fanden im weiteren 
Verlauf dieser Arbeit keine Verwendung. Sie werden wegen der Vollständigkeit 
des Versuchsablaufs hier dennoch kurz beschrieben. 
 
 
3.5.1 Blutentnahmen: 
 
Die Entnahme der Blutproben, zur späteren immunologischen Bestimmung der 
Entzündungs-Parameter, erfolgte zu festgelegten Versuchszeitpunkten (1, 3 
und 6 Stunden nach Trauma) über den arteriellen Katheter in der Arteria iliaca 
dextra, mit  einer heparinisierten Spritze (Omnifix® 1 ml Spritze, B. Braun, 
Melsungen, Germany). Diese Blutproben wurden anschließend für 10 Minuten 
bei 1000-1200 g (4000 U/min) zentrifugiert, das Serum abpippetiert und das 
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Pellet mit den abgesunkenen, zellulären Bestandteilen verworfen. Das so 
gewonnene Serum wurde zur späteren immunologischen Diagnostik bei -70°C 
eingefroren und aufbewahrt.  
Zusätzlich erfolgten im Rahmen der Vorversuche weitere Blutentnahmen direkt 
nach der Intubation (0,2 ml Vollblut heparinisiert) und direkt nach dem Trauma 
(0,2 ml Vollblut heparinisiert), zur Bestimmung der Blutgase mittels eines dafür 
vorgesehenen Messgerätes (Radiometer ABL 510, Radiometer, Brønshøj, 
Denmark). Die folgenden Größen wurden dabei bestimmt: 
 
 pH-Wert 
 pCO2-Wert 
 pO2-Wert 
 Hämoglobinkonzentration (tHb) 
 Hämatokrit (Hctc) 
 Basen-Abweichung (BE=Base Excess) 
 Bikarbonat (HCO3) 
 
 Diese Messdaten dienten bei den Vorversuchen lediglich der Orientierung, um 
eine korrekte Intubation, sowie Beatmung zu überprüfen und zu gewährleisten. 
Eventuell aufgetretene saure Abweichungen des pH-Wertes (Azidosen) wurden 
durch Substitution einer Natrium-Bikarbonat-Infusion (B. Braun, Melsungen, 
Germany), mit Hilfe des folgenden Schemas ausgeglichen. 
 
0,3 × KG × BE = ml 1 mol/l NaHCO3-Infusionslösung 
(KGW = Körpergewicht in kg, BE = Basen-Exzess/Abweichung) 
 
 
3.5.2 Bronchoälveoläre Lavage (BAL): 
 
Direkt nach der Gewinnung der Blutproben (1, 3 und 6 Stunden nach Trauma) 
und Tötung der Versuchstiere wurden die Ratten von der Beatmungseinheit 
diskonnektiert, wobei die Trachealkanüle vorerst in der Luftröhre verblieb. Über 
diesen Zugang wurden dann mit Hilfe einer 10 ml Spritze (B. Braun, Melsungen, 
Germany), 10 ml NaCl-Lösung (Isotone Kochsalz-Lösung 0,9%, B. Braun, 
Melsungen, Germany) in die Lunge gespült und nach 10 Sekunden wieder 
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abgesaugt. Dieser Vorgang wurde insgesamt 5 mal wiederholt, so dass am 
Ende ~50 ml Bronchoalveoläre-Lavage-Flüssigkeit (BALF) gewonnen werden 
konnten. Diese 50 ml BALF wurden in einem Falcon-Tube (Falcon-Tube 50 ml, 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) für 10 Minuten bei 1000-1200 g (4000 
U/min) zentrifugiert und der Überstand abpippetiert, um so größere 
Zellbestandteile aus der Lavage-Flüssigkeit zu entfernen. Abschließend wurden 
diese Proben ebenfalls zur späteren immunologischen Diagnostik bei -70°C 
kryokonserviert.  
 
 
3.5.3 Organentnahme: 
 
Nach dem Einschläfern der Versuchstiere wurden die Lungen, sowie Leber und 
Milz zur späteren histologischen Untersuchung entnommen. Von diesen 
Organen wurden jeweils ca. 1 cm3 große Gewebeproben in RNA-Later® 
(Ambion Inc., Austin Texas, USA) eingelegt und bei -70°C kryokonserviert. Die 
restlichen Organe wurden mit flüssigem Stickstoff (NO) schockgefroren und 
dauerhaft bei -70°C aufbewahrt.  
 
 
3.6 ELISA (Enzym Linked Immuno Sorbent Assay): 
 
3.6.1 Allgemeines: 
 
Durch einen ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Engvall und 
Perlmann, 1971) lassen sich spezifische Antigene quantitativ bestimmen. 
Dieser Test beruht auf der spezifischen Bindungen von Antigenen und deren 
spezifischen Antikörpern (=Sandwich-Prinzip). Dabei werden die für das zu 
untersuchende Antigen (z.B. IL-6) spezifischen monoklonalen Antikörper 
(=Capture Antibody) adsorptiv an eine Trägermatrix gebunden (z.B. 96-well-
Mikrotiterplatte) und mit dem zu untersuchenden Serum inkubiert. Es folgt eine 
Antigen-Antikörper-Reaktion die dazu führt, dass die zu bestimmenden 
Antigene an die Antikörper auf dem Kunstoffträger gebunden werden. In einem 
darauf folgendem Waschschritt, werden dann alle Antigene die keine Bindung 
eingegangen sind, entfernt. Die nicht belegten, freien Bindungsstellen der 
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Matrix werden abgesättigt, um eine unspezifische Bindung von Antigenen an 
die Mikrotiterplatte zu verhindern. Im nächsten Arbeitsschritt wird dann ein 
weiterer, enzymmarkierter Antikörper (= Zweitantikörper/Detection Antibody), 
hinzugegeben der spezifisch für Immunglobuline der nachzuweisenden Klasse 
ist und mit dessen Hilfe die am Antikörper gebundenen Antigene nachgewiesen 
werden können (s. Abb. 3.11). Abschließend wird eine Substratlösung 
hinzugefügt aus der eine enzymatisch nachweisbare Farbreaktion resultiert. Da 
das Ausmaß dieser Farbgebung proportional zur Menge der gebundenen 
Antigene ist, kann dies photometrisch quantitativ gemessen werden.  
Die meisten heutzutage verwendeten ELISA-Test-Sets beruhen auf diesem 
Verfahren, das sowohl mit falsch positiven als auch mit falsch negativen 
Ergebnissen behaftet ist. Zu falsch positiven Ergebnissen kommt es, wenn 
unspezifische Antigene adsorptiv an die Trägermatrix binden, zu falsch 
negativen Resultaten hingegen kommt es, wenn nachzuweisende Antigene 
durch zu hohe Konzentrationen anderer Antigene, im Sinne einer kompetetiven 
Hemmung, keine Bindung zu ihrem spezifischen Antikörper eingehen können. 
 
 
 
Abbildung 3.11: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISA 
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3.6.2 Probenaufarbeitung: 
 
Die einzelnen Arbeitsschritte, die zur Gewinnung der Bronchoalveolären-
Lavage-Flüssigkeit (BALF) notwendig waren, sind in Kapitel 3.5.2 ausführlich 
beschrieben. 
Vor Durchführung der ELISA für Interleukin-6 wurden die jeweiligen Proben aus 
dem Kühlschrank (-70°C) entnommen und in einem Wasserbad aufgetaut. 
Nach dem Auftauen erfolgte ohne größeren Zeitverlust, der zu einem Zerfall 
und somit Abnahme der IL-6-Konzentration hätte führen können, die ELISA-
Messung für IL-6.  
 
 
3.6.3 Durchführung der ELISA für IL-6: 
 
Hierfür wurden Quantikine ELISA-Sets der zweiten Generation von R&D 
Systems verwendet (Catalog Number R6000, R&D Systems, Minneapolis, 
USA). Die folgenden Substanzen, welche zur Durchführung eines Interleukin-6-
ELISA benötigt werden, sind darin enthalten:  
 
 96 Well Mikrotiterplatte (12 Wells in 8 Reihen) bereist mit spezifischen, 
monoklonalen Antikörpern für IL-6 benetzt, sowie die dazugehörigen 
Plattenversiegelungen 
 Sekundärantikörper 
 Ratten-IL-6-Standard (4.000 pg/ml) 
 Ratten-IL-6-Kontrolle 
 Waschpuffer-Konzentrat 
 Farb-Reagenzien (A+B) 
 Stop-Lösung 
 
Die verwendeten ELISA-Sets beruhen auf dem Sandwich-Prinzip (s. Kap. 
3.6.1), d.h. auf der Bindung von einem bestimmten Antigen durch einen für 
dieses Antigen spezifischen Antikörper. Der Vorteil der verwendeten Sets ist, 
dass der monoklonale Antikörper, der spezifisch für das Ratten IL-6 ist, bereits 
an der Mikrotiterplatte gebunden ist. Sämtliche zu messende Proben wurden in 
Doppelwert-Bestimmung gemessen. 
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Die zu untersuchenden Proben, Standard und Kontrollen wurden in die 
einzelnen Wells der Mikrotiterplatte pipettiert. In der darauf folgenden 
Inkubationszeit (2 Stunden) konnten die zu messenden Substanzen an den 
Primärantikörper auf der Mikrotiterplatte binden. Nach einem darauf folgenden 
Waschschritt, wurde der entstandene Antigen-Antikörper-Komplex 
anschließend mit einem Sekundärantikörper inkubiert (2 Stunden).  Danach 
erfolgte ein erneuter Waschvorgang und die anschließende Zugabe von HRP-
konjugiertem Streptavidin (HRP=Horse Radish Peroxidase). Avidin konnte in 
der anschließenden Inkubationszeit (30 Minuten) mit seinen vier freien 
Bindungsstellen das Biotin des Sekundärantikörpers binden. Das Enzym 
Peroxidase wurde dann durch das Chromogen (Substrat) Tetramethylbenzidin-
Peroxid sichtbar gemacht. Diese Reaktion wurde durch Hinzugeben von 
Schwefelsäure (Stop-Lösung) gestoppt und die Extinktion mit Hilfe eines 
Mikrotiterplatten-Photometers (Dynex Technologies, Chantilly, USA) bei 450 nm 
abgelesen. Anhand der Standardkurve ließen sich dann die entsprechenden 
Konzentrationen bestimmen.  
 
 
3.7 Datenverarbeitung und statistische Analyse: 
 
Die Strukturierung und Aufarbeitung der gewonnenen Daten erfolgte mittels des 
Programms MS Excel 2003® (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Für die 
statistische Analyse der Daten wurde das Programm SPSS® (Version 11.0, 
Statistical Product and Service Solution, Stanford, USA) verwendet.  
Nach Rücksprache mit dem Institut für medizinische Statistik der RWTH 
Aachen (Leiter: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Hilgers) dienten als Signifikanztest der t-
Test für unabhängige Stichproben sowie die einfaktorielle ANOVA (Analysis of 
Variance). Die Ergebnisse wurden als statistisch signifikant gewertet wenn 
p<0,05 war. 
Die gemessenen und errechneten Werte sind, wenn nicht anders angegeben, 
als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. 
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4. Ergebnisse: 
 
4.1 Tierversuche: 
 
Mit Hilfe der Erfahrungen aus den Vorversuchen ist es uns gelungen ein 
standardisiertes Modell zur Erforschung der Kombination aus Inhalations- und 
Verbrennungstrauma an der Ratte zu etablieren. Im Rahmen dieser 
Versuchsreihe zeigte sich die Ratte als Versuchstier durchaus geeignet um ein 
solches Tiermodell durchzuführen.  
Leider kam es nach Abschluss der Vorversuche, im Rahmen der eigentlichen 
Untersuchung, zu einem Versterben von insgesamt neun Versuchstieren aus 
den unterschiedlichen Versuchsgruppen (s. Kap. 11) vor Versuchende. Diese 
Tiere gingen nicht in die Ergebnisse ein, wodurch sich die Zahl der 
ausgewerteten Versuchstiere von 84 auf 77 reduzierte (n=77). 
 
 
4.1.1 Komplikationen während der Tierversuche: 
 
Im Rahmen der Vorversuche traten neben Schwierigkeiten bei der Präparation, 
was vor allem bei den ersten Versuchstieren zu hohen Blutverlusten führte, vor 
allem Komplikationen wie Hypovolämie und Hypothermie auf. Während der 
eigentlichen Versuche traten bei 9 Tieren Komplikationen auf, die zu einem 
vorzeitigen Versterben und Abbruch des jeweiligen Versuches führten. 
 
 
4.2 ELISA-Messungen für IL-6: 
 
Die im Folgenden verwendeten Werte beruhen auf den bei den einzelnen 
Versuchstieren gemessenen intraalveolären Interleukin-6-Konzentrationen. Aus 
Gründen der Übersichtlichkeit sind diese einzelnen Messdaten im Kapitel IV 
des Anhangs aufgelistet. 
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4.2.1 Kontrollgruppe (A): 
Die Tabelle 4.1 zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte, der 
intraalveolären Konzentrationen von IL-6 (pg/ml) zu den verschiedenen 
Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), in der Kontrollgruppe (n=20).  
 
Tabelle 4.1: Intraalveoläres Interleukin-6 (pg/ml) in der Kontrollgruppe zu den verschiedenen 
Messzeitpunkten 
Kontrollgruppe (A) - Intraalveoläre IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
 1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
Mittelwert 34,766  42,728 81,825 
Standardfehler des 
Mittelwertes 
9,053 10,555 16,248 
 
 
Grafisch stellen sich die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte 
(SEM) der intraalveolären IL-6-Konzentrationen (pg/ml) in der Kontrollgruppe 
wie folgt dar 
 
 
Abbildung 4.1: Mittelwerte ± SEM der intraalveolären IL-6-Konzentrationen in der 
Kontrollgruppe 
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Es ließ sich im Verlauf ein mäßiger Anstieg des intraalveolären IL-6 zwischen 1 
und 3 Stunden physiologischer Beatmungstherapie verzeichnen. Dieser war 
jedoch nicht signifikant. Nach 6 Stunden Versuchsdauer stieg die IL-6-
Konzentration dann weiter an, so dass sich zwischen der 1 und 6 Stunde 
(p=0,018) sowie zwischen der 3 und 6 Stunde (p=0,034) ein signifikanter 
Anstieg beobachten ließ. 
 
 
4.2.2 Verbrennungsgruppe (B): 
 
Die Tabelle 4.2 zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte, der 
intraalveolären Konzentrationen von IL-6 (pg/ml) zu den verschiedenen 
Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), in der Verbrennungsgruppe (n=19). 
 
Tabelle 4.2: Intraalveoläres Interleukin-6 (pg/ml) in der Verbrennungsgruppe zu den 
verschiedenen Messzeitpunkten 
Verbrennungsgruppe (B)  
- Intraalveoläre IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
 1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
Mittelwert 40,150 29,936 56,421 
Standardfehler des 
Mittelwertes 
13,987 7,619 14,748 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  - 41 - 
Grafisch stellen sich die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte 
(SEM) der intraalveolären IL-6-Konzentrationen (pg/ml) in der 
Verbrennungsgruppe wie folgt dar 
 
 
Abbildung 4.2: Mittelwerte ± SEM der intraalveolären IL-6-Konzentrationen in der 
Verbrennungsgruppe 
 
In der Verbrennungsgruppe zeichnete sich kein signifikanter Anstieg des 
intraalveolären IL-6 zu den verschiedenen Messzeitpunkten ab. Nach 3 
Stunden Versuchsdauer konnte ein leichter Abfall des intraalveolären IL-6 
beobachtet werden, welcher von einem erneuten Anstieg nach 6 Stunden 
Versuchsdauer gefolgt war. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. 
 
 
4.2.3 Inhalationsgruppe (C): 
 
Die Tabelle 4.3 zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte, der 
intraalveolären Konzentrationen von IL-6 (pg/ml) zu den verschiedenen 
Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), in der Inhalationsgruppe (n=18).  
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Tabelle 4.3: Intraalveoläres Interleukin-6 (pg/ml) in der Inhalationsgruppe zu den 
verschiedenen Messzeitpunkten 
Inhalationsgruppe (C) - Intraalveoläre IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
 1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
Mittelwert 48,511 22,400 65,118 
Standardfehler des 
Mittelwertes 
9,026 6,951 12,154 
 
 
Grafisch stellen sich die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte 
(SEM) der intraalveolären IL-6-Konzentrationen (pg/ml) in der Inhalationsgruppe 
wie folgt dar 
 
 
Abbildung 4.3: Mittelwerte ± SEM der intraalveolären IL-6-Konzentrationen in der 
Inhalationsgruppe 
 
 
Es kam innerhalb der Inhalationsgruppe, ähnlich wie bei der 
Verbrennungsgruppe (B), nach einem initialen Anstieg zu einem signifikanten 
Abfall des intraalveolären IL-6 zwischen 1 und 3 Stunden (p=0,023). Dieser 
wurde gefolgt von einem signifikanten Anstieg zwischen 3 und 6 Stunden 
Versuchsdauer (p=0,006). 
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4.2.4 Kombinationsgruppe (D): 
 
Die Tabelle 4.4 zeigt die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte, der 
intraalveolären Konzentrationen von IL-6 (pg/ml) zu den verschiedenen 
Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), in der Kombinationsgruppe (n=19). 
 
Tabelle 4.4: Intraalveoläres Interleukin-6 (pg/ml) in der Kombinationsgruppe zu den 
verschiedenen Messzeitpunkten 
Kombinationsgruppe (D)  
- Intraalveoläre IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
 1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
Mittelwert 37,209 54,077 39,344 
Standardfehler des 
Mittelwertes 
13,216 7,265 7,482 
 
 
Grafisch stellen sich die Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte 
(SEM) der intraalveolären IL-6-Konzentrationen (pg/ml) in der 
Kombinationsgruppe wie folgt dar 
 
 
Abbildung 4.4: Mittelwerte ± SEM der intraalveolären IL-6-Konzentrationen in der 
Kombinationsgruppe 
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Es ließ sich innerhalb der Kombinationsgruppe ein deutlicher Anstieg des 
intraalveolären IL-6 nach 3 Stunden Versuchsdauer verzeichnen. Nach 6 
Stunden kam es dann jedoch zu einem leichten Abfall der intraalveolären IL-6-
Konzentration. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. 
 
 
4.2.5 Verhalten der einzelnen Versuchsgruppen untereinander: 
 
4.2.5.1 IL-6 Konzentrationen im zeitlichen Verlauf: 
 
Vergleicht man nun die Mittelwerte der intraalveolären Interleukin-6-
Konzentrationen der einzelnen Versuchsgruppen zu den jeweiligen 
Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden) miteinander, so ergeben sich 
folgende Tendenzen. 
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Abbildung 4.5: Mittelwerte ± SEM der intraalveolären IL-6-Konzentrationen im zeitlichen 
Verlauf (*p<0,05) 
 
 
Im gesamten zeitlichen Verlauf der intraalveolären Interleukin-6-Konzetrationen 
konnten nach 1 Stunde Versuchsdauer noch keine signifikanten Unterschiede 
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beobachtet werden. Es zeigten sich aber bei den beiden einzelnen Traumata 
(Verbrennungs- und Inhalationsgruppe) die höchsten IL-6-Konzentrationen, 
wobei die der Inhalationsgruppe nach 1 Stunde insgesamt am höchsten ausfiel. 
Das Kombinationstrauma wies im Vergleich dazu eine etwas geringere IL-6-
Konzentration auf, welche jedoch noch über der IL-6-Konzentration der 
Kontrollgruppe lag. 
Im weiteren Verlauf kam es dann nach 3 Stunden und nach 6 Stunden zu 
signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.  
Nach 3 Stunden Versuchsdauer lag in der Kombinationsgruppe im Vergleich mit 
den anderen Gruppen die höchste intraalveoläre IL-6-Konzentration vor. Dieser 
Unterschied war im Vergleich zur Verbrennungsgruppe (p=0,023) und zur 
Inhalationsgruppe (p=0,005) signifikant. Zwischen der Kontroll- und der 
Kombinationsgruppe kam es dagegen zu keinem signifikanten Unterschied, 
obwohl die intraalveoläre IL-6 Konzentration in der Kombinationsgruppe leicht 
höher ausfiel. 
Nach 6 Stunden zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Interleukin-6-
Konzentration zwischen der Kontroll- und der Kombinationsgruppe (p=0,022) 
sowie zwischen der Inhalations- und Kombinationsgruppe (p=0,045). Die 
Kontrollgruppe wies dabei die insgesamt höchste intraalveoläre Interleukin-6-
Konzentration auf. Die Kombinationsgruppe wies dagegen nach 6 Stunden 
Versuchsdauer die insgesamt niedrigste intraalveoläre IL-6-Konzentration auf. 
Zwischen der Verbrennungs- und der Inhalationsgruppe kam es zu keinem 
signifikanten Unterschied. 
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5. Diskussion: 
 
5.1 Tiermodell: 
 
Im Rahmen dieser Studie ist es gelungen, dass bereits 1998 von Verbrugge et 
al. (Verbrugge et al., 1998) beschriebene Inhalationsmodell weiterzuentwickeln, 
um ein standardisiertes Modell, zur Erforschung der Kombination aus 
Inhalations- und Verbrennungstrauma, am Kleintier wie der Ratte, zu etablieren. 
Die Möglichkeit in einem einzigen standardisierten Modell das 
Verbrennungstrauma in Kombination mit dem Inhalationstrauma untersuchen 
zu können, ist von hoher Relevanz da diese Verletzungen im klinischen Alltag 
ebenfalls häufig zusammen auftreten. Durch ein solches Tiermodell wird es 
ermöglicht, die Grundlagen der pathophysiologischen und immunologischen 
Veränderungen aufzudecken, um hieraus in einer späteren Phase neue 
Therapieansätze zu entwickeln (s. Kap. 6.1). Für solche Fragestellungen sind 
die Untersuchungen nur an einem lebenden Organismus, im Rahmen von 
Tierexperimenten an Säugetieren,  möglich. Die dadurch gewonnenen 
Erkenntnisse lassen sich zwar nicht direkt auf den Menschen übertragen, liefern 
aber dennoch wichtige Hinweise, die sich mit Ergebnissen aus klinischen 
Beobachtungen vergleichen lassen und so Rückschlüsse auf den Menschen 
möglich machen. Ein solches Experiment, wie es hier an der Ratte durchgeführt 
wurde, ist am Patienten wegen der Heterogenität des Patientengutes und der 
ethischen Implikationen nicht zu vertreten. 
Einige Arbeitsgruppen die Untersuchungen an Kleintieren wie der Ratte, der 
Maus oder dem Hasen gemacht haben, betrachten dabei lediglich die 
Auswirkungen eines Verbrennungstraumas (von Bulow et al., 2005) oder eines 
Inhalationstraumas (Lee et al., 2005, Whitehead et al., 2003), jedoch nicht die 
Kombination der Beiden. Studien die ein Kombinationstrauma am Kleintier 
behandeln arbeiten oft nicht mit hoch standardisierten und exakt 
reproduzierbaren Verfahren. So wird z.B. für Verschwelung und die 
Rauchgasapplikation häufig eine Gaskammer verwendet in der die 
Versuchstiere den Rauch frei einatmen (Cetin et al., 2003). Aufgrund der 
unterschiedlichen Rauchgasverteilung in der Kammer und des 
unterschiedlichen Atemminutenvolumens der einzelnen Tiere ist es nicht 
möglich von einer exakten Dosierung der inhalierten Rauchgaspartikel zu 
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sprechen. Das von uns etablierte Modell liefert, dank der speziellen 
Verschwelungs-Apparatur und der Rauchgasapplikation mittels 
druckkontrollierter Beatmung, verlässlichere Aussagen über die Konzentration 
sowie die Menge des applizierten Rauchgasgemisches.  
Bei anderen Versuchsgruppen wird für das Zuführen des thermischen Traumas 
ein Wasserbad verwendet, in welches die Versuchstiere für einen bestimmten 
Zeitraum eingebracht werden (Deveci et al., 2000). Hierfür ist das von uns 
verwendete Verfahren, wie auch das bereits 1988 von Kistler et al. (Kistler et 
al., 1988) beschrieben Verfahren mittels eines druck- und 
temperaturkontrollierten Verbrennungsstempels, gegebenenfalls eine genauere 
Alternative.  
Auch heute noch nutzen viele Arbeitsgruppen Großtiere wie Schafe (Cox et al., 
2005, Tasaki et al., 2002, Westphal et al., 2004), Schweine (Jeng et al., 2003) 
oder Hunde (Fan et al., 2006). Für manche Fragestellung sind diese 
Großtiermodelle sicher besser geeignet als ein Kleintiermodell. Viele 
Fragestellungen lassen sich jedoch auch mit dem von uns etablierten 
Kleintiermodell untersuchen. Zu den wesentlichen Vorteilen eines 
Kleintiermodells gehört die erhöhte Wirtschaftlichkeit und somit die Möglichkeit 
eine größere Anzahl von Versuchstieren in eine Studie einzubringen. Dadurch 
wird auch die Möglichkeit erhöht, signifikantere Aussagen treffen zu können als 
dies bei kleineren Versuchsgruppen der Fall wäre. Ein weiterer Vorteil der 
Studie am Kleintier ist auch die Tatsache, dass gerade für Kleintiere wie z.B. 
die Ratte oder die Maus, von der Industrie speziell für diese Tiere, eine sehr 
große Auswahl an Untersuchungsverfahren wie z.B. ELISA-Sets zur Verfügung 
gestellt werden.  
Nachteilig an einem solchen Kleintiermodell ist neben der Tatsache, dass nicht 
alle Fragestellungen untersucht werden können auch der erhöhte Aufwand bei 
der mikrochirurgischen Präparation der Versuchstiere. Im Rahmen der von uns 
durchgeführten Versuche kam es zu einem vorzeitigen Versterben von 
insgesamt 9 Versuchstieren. Diese recht hohe Ausfallrate lässt sich aber 
sicherlich mit einer Zunahme der Erfahrung reduzieren, wenn dieses Modell 
häufiger Verwendung findet. 
Außerdem sind die apparativen Überwachungsmöglichkeiten, im Vergleich zum 
Großtiermodell, erschwert, wodurch auch die therapeutischen Möglichkeiten 
beim Kleintiermodell eingeschränkt werden. Unser Eindruck ist es, dass im 
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Kleintiermodell die Tiere nach 12 Stunden Versuchsdauer instabil und somit 
Ergebnisse die nach diesem Zeitraum gewonnen werden unzuverlässig sind. 
Wir haben daher, im Rahmen dieser Arbeit, die Dauer unserer Versuche auf 6 
Stunden nach Trauma beschränkt. 
Zusammengefasst lässt sich sagen, dass sich dieses Kleintiermodell durch 
seine Wirtschaftlichkeit, hohes Maß an Standardisierung, Reproduzierbarkeit 
und dadurch gute Vergleichbarkeit für weitere Studien empfiehlt. 
 
 
5.1.1 Komplikationen während der Vorversuche und Versuche: 
 
Im Rahmen der Vorversuche traten neben technischen und präparatorischen 
Schwierigkeiten vor allem Komplikationen wie Hypovolämie und Hypothermie 
auf, die zu einem vorzeitigen Versterben und Abbruch des jeweiligen Versuches 
führten. 
 
 
5.1.1.1 Hypovolämie: 
 
Im Rahmen der Vorversuche trat bei einigen Versuchtieren eine Hypovolämie 
aufgrund von zu hohem Flüssigkeitsverlust durch die Präparation, das 
Verbrennungstrauma, das Lungenödem nach Inhalationstrauma und 
unzureichender Flüssigkeitssubstitution auf.  Einige klinische Studien haben 
gezeigt, dass die von uns verwendete Parkland-Formel (Scheulen und Munster, 
1982) für die Flüssigkeitssubstitution teilweise zu geringe Flüssigkeitsmengen 
ermittelt (Cartotto et al., 2002). Andere Arbeitsgruppen kamen wiederum zu 
dem Ergebnis, das der mit Hilfe der Parkland-Formel errechnete 
Flüssigkeitsbedarf zu hoch ausfällt (Scheulen und Munster, 1982). Im Rahmen 
der endgültigen Versuchsreihe traten jedoch nur vereinzelt Komplikationen 
durch Hypo- oder Hypervolämie mehr auf, was auch durch eine Verbesserung 
der Präparationstechnik zu begründen ist. Wir halten deshalb die Parkland-
Formel für eine durchaus geeignete Methode um den Flüssigkeitsbedarf in 
einem solchen Tiermodell zu bestimmen. 
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5.1.1.2 Hypothermie: 
 
Die Kontrolle der Körpertemperatur erfolgte mittels rektaler Messungen, in 
regelmäßigen Zeitabständen. Eine Hypothermie der Ratten, durch die gestörte 
Thermoregulation der verbrannten Haut, bei steigender Versuchsdauer, zeigte 
sich im Rahmen der Vorversuche. Um dieser Problematik entgegenzuwirken 
wurde zunächst eine Wärmematte (Reptitherm®, Zoo Med, San Luis Obispo, 
USA) unter dem Versuchstier angebracht. Diese Art der konstanten 
Wärmeapplikation führte jedoch zu einer deutlichen Überhitzung der Tiere, so 
dass neben dem abpolstern der Matte mit sterilen OP-Tüchern auch eine 
Zeitschaltuhr angebracht wurde, die alle 15 Minuten die Wärmematte ein- und 
ausschaltete. Leider zeigten auch diese Maßnahmen keine befriedigenden 
Ergebnisse, weshalb die Wärmematte nicht weiter für die Hauptversuche 
Verwendung fand. 
Bessere Resultate konnten durch eine Wärmeapplikation mit Hilfe einer 
Rotlicht-Lampe erzielt werden. Diese wurde in einem Abstand von ~50 cm über 
dem Versuchstier angebracht und ebenfalls über eine Zeitschaltuhr in 15 
Minuten Abständen ein- und ausgeschaltet. Hierdurch ließ sich eine konstante 
Körpertemperatur der Versuchstiere über den kompletten Versuchszeitraum 
gewährleisten. 
 
 
5.2 Interleukin-6: 
 
Das Interleukin-6 eine bedeutende Rolle in der immunologischen Frühphase 
sowohl bei der Verbrennung, dem Inhalationstrauma als auch bei der 
Kombination dieser beiden spielt, ist in zahlreichen Studien ausführlich 
beschrieben worden (Bankey et al., 1995, Bauer und Herrmann, 1991, Heinrich 
et al., 1990, Nijsten et al., 1991, Oberholzer et al., 2005, Sterner et al., 2009). 
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5.2.1 Variabilität der Messwerte: 
 
Im Rahmen dieser Arbeit traten bezüglich der intraalveolären Interleukin-6-
Konzentration vereinzelt starke Streuungen der Messwerte innerhalb der 
einzelnen Untergruppen auf, wodurch die Ergebnisse in ihrer Signifikanz 
teilweise stark eingeschränkt sind. Neben den bereits in Kapitel 4.1 
beschriebenen, aufgetretenen Komplikationen während der Tierversuche, 
könnten hierfür verschieden Faktoren ursächlich sein. Mögliche Ursachen 
könnten in der Heterogenität der einzelnen Versuchstiere, Abnahmefehlern 
oder in Verunreinigung der Proben begründet sein. 
Was die Heterogenität der einzelnen Versuchtiere betrifft, so beschreiben einige 
Studien eine genetische Varianz in der Expression von Interleukin-6 (Qi et al., 
2007, Shalhub et al., 2009). So konnten Su et al. (Su et al., 2008) in einer 
Studie an eineiigen Zwillingen belegen, das die genetische Komponente eine 
entscheidende Rolle bei Expression von IL-6, spielt. Da es sich bei den 
verwendeten Sprague-Dawley-Ratten nicht um genetisch identische Tiere 
handelt, könnte dies ebenfalls eine Rolle spielen. 
Ein weiterer Grund für die Schwankungen der Messwerte könnte jedoch auch 
die unterschiedliche Tageszeit, zu der die Versuche mit den einzelnen Tieren 
durchgeführt wurden, sein. Einige Studien aus der Schlafforschung beschreiben 
einen zirkadianen Rhythmus für das Interleukin-6. So konnte eine Studie von 
Guan et al. (Guan et al., 2005) einen Tag-Nacht-Unterschied der IL-6-
Konzentrationen bei Ratten, sowohl im Gehirn als auch im peripheren Gewebe, 
nachweisen. Die von uns durchgeführten Versuche fanden ausnahmslos 
während des Tages statt und nicht während der Nacht. Einige Versuchsreihen 
wurden aber wegen der Aufwendigkeit bereits am frühen Morgen durchgeführt, 
wohingegen manche erst am späten Nachmittag durchgeführt wurden. Ob dies 
möglicherweise zu einer Beeinflussung der von uns gemessenen Werte geführt 
hat lässt sich nicht sicher sagen. 
Eine weitere Ursache für die beobachteten Schwankungen könnten die 
unterschiedlichen Mengen an Narkosemittel (Ketamin/Domitor), welche die 
einzelnen Versuchstiere während der Phasen des Experiments benötigten, 
sein. Da die Gabe von Ketamin bedarfsgerecht erfolgte und nicht nach einem 
festen Zeitschema oder mittels kontinuierlicher Infusion, erhielten einzelne 
Versuchstiere deutlich höhere Ketamin-Dosen als andere. Eine Studie von 
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Gurfinkel et al. (Gurfinkel et al., 2006) konnte eine durch Ketamin (10 mg/kg 
Körpergewicht) verursachte Verminderung der Interleukin-6 Konzentration nach 
einem Verbrennungstrauma bei Ratten nachweisen. Demgegenüber konnte 
durch die zusätzliche Gabe von Ketamin, bei durch Pentobarbital narkotisierten 
Ratten, keine Beeinflussung der IL-6-Konzentration nachgewiesen werden 
(Lehmann et al., 2007). Im Rahmen des von uns verwendeten 
Narkoseschemas (Emrich et al., 1988) wurden zwar wesentlich geringere 
Mengen von Ketamin verabreicht (0,6 ml/kg Körpergewicht), ob und in wie weit 
diese aber dennoch die IL-6 Konzentration negativ beeinflusst haben, lässt sich 
nicht sicher sagen. Wir haben im Rahmen dieses Tierversuches Ketamin 
verwendet, da es eine analgetische und sedative Wirkung besitzt und in vielen 
Arbeiten als vorteilhaft für die Behandlung von Brandverletzten bewertet wird 
(Emrich et al., 1988, Kinsella und Booth, 1991). Für die zukünftige Verwendung 
unseres Tiermodells sollte man jedoch die Gabe von Ketamin kritisch 
überdenken, um eine mögliche Beeinflussung der Zytokinkonzentrationen 
sicher auszuschließen.  
 
 
5.2.2 Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen: 
 
Es war im Rahmen dieser Arbeit aber dennoch möglich, bezüglich der IL-6-
Exkretion in den intraalveolären Raum, neben signifikanten Unterschiede im 
zeitlichen Verlauf innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen, auch zwischen 
Kontroll-, Inhalations-, Verbrennungs- und Kombinationsgruppe signifikante 
Differenzen festzustellen.  
Einen bereits 2003 von Haitsma et al. (Haitsma et al., 2003) beschriebenen 
signifikanten Anstieg des intraalveolären IL-6 nach physiologischer 
Beatmungstherapie konnten wir, anhand der Ergebnisse aus unserer 
Kontrollgruppe, bestätigen. So zeigt sich nach einer, drei und sechs Stunden 
Versuchsdauer ein stetiger Anstieg der intraalveolären IL-6 Konzentrationen in 
der Kontrollgruppe (A). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen 
anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls eine erhöhte IL-6 Exkretion nach 
Beatmungstherapie feststellen konnten (Ben-Ari et al., 2000, Halbertsma et al., 
2005). So konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass eine 
Beatmungstherapie mit hohen Volumina und Drücken zu einer gesteigerten 
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Permeabilität und somit zu einem Lungenödem bei der unverletzten Lunge 
führen kann (Dreyfuss et al., 1988, Parker et al., 1984).  
Bei einer bereits durch ein Trauma verletzten Lunge konnten Corbridge et al. 
(Corbridge et al., 1990), im Rahmen ihrer Experimente mit Hunden, eine 
weitere Verstärkung des Lungenödems durch eine solche Beatmungstherapie 
beobachten. Innerhalb dieser Kontrollgruppe (A) fanden sich im Vergleich mit 
den anderen Versuchsgruppen, sechs Stunden nach Trauma die insgesamt 
höchsten intraalveolären IL-6 Konzentrationen. Diese Erhöhung war im 
Vergleich zur Kombinationsgruppe (D) signifikant (p=0,022). 
Eine klinische Studie von Wright et al. (Wright und Murphy, 2005) zeigte 
hingegen beim Inhalations- als auch beim Kombinationstrauma, eine höhere 
intraalveoläre IL-6-Konzentration als bei der Kontrollgruppe. Dies konnten wir in 
unserem Modell lediglich nach einer Stunde Versuchsdauer beobachten, 
allerdings waren diese Unterschiede nicht signifikant. Solche Unterschiede 
zwischen klinischen und tierexperimentellen Studien, könnten sowohl durch 
eine unterschiedliche Beatmungstherapie als auch durch die Heterogenität des 
Patientengutes im Rahmen einer klinischen Studie erklärt werden. 
Wir haben uns im Rahmen dieses Tiermodells für eine druckkontrollierte 
Beatmung mit niedrigen Volumina entschieden, da in vorangegangen Studien 
(Rich et al., 2003) gezeigt werden konnte, dass diese Form der Beatmung die 
geringste Lungenschädigung nach sich zieht. 
Die Betrachtung des einzelnen Verbrennungs- sowie Inhalationstraumas 
erbrachte im zeitlichen Verlauf keine eindeutige Tendenz der gemessenen IL-6-
Konzentrationen. Lediglich in der initialen Phase, in der ersten Stunde nach 
Trauma zeigte sich in diesen beiden Gruppen eine signifikante IL-6-Erhöhung. 
Im weiteren Verlauf scheint dann ein alleiniges Inhalations- und 
Verbrennungstrauma tendenziell die intraalveoläre IL-6 Exkretion eher zu 
vermindern (drei und sechs Stunden Versuchsdauer). 
Beim alleinigen Verbrennungstrauma kam es im Rahmen unserer Studie, auch 
nach sechs Stunden Versuchsdauer, zu keinem signifikanten Anstieg des 
intraalveolären Interleukin-6 (s. Kap. 5.1.1). Dieses Ergebnis deckt sich zum 
Teil mit Beobachtungen aus anderen Studien. Im Rahmen von 
Verbrennungsversuchen an Ratten konnten Bankey et al. zwar eine gesteigerte 
Gesamtkonzentration von Interleukin-6 im Blut nachweisen, die Konzentration 
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von mRNA für IL-6 in den Alveolarmakrophagen war jedoch nicht erhöht 
(Bankey et al., 1995).  
Bezüglich des alleinigen Inhalationstraumas konnten wir lediglich nach einer 
und sechs Stunden Versuchsdauer einen signifikanten, intraalveolären 
Interleukin-6-Anstieg feststellen. Innerhalb der ersten Stunde nach dem 
Inhalationstrauma kam es zwar, im Vergleich mit den anderen 
Versuchsgruppen in diesem Zeitraum, zu dem höchsten intraalveolären IL-6-
Anstieg. Nach drei Stunden Versuchsdauer war jedoch ein signifikanter Abfall 
(p=0,023) zu verzeichnen, der von einem erneuten signifikanten Anstieg 
(p=0,006) nach sechs Stunden gefolgt war. Diese Beobachtungen decken sich 
bedingt mit den Ergebnissen anderer Studien (Bankey et al., 1995, Liang et al., 
2004), die beim alleinigen Inhalationstrauma ebenfalls keine erhöhte IL-6-
Expression nachweisen konnten. 
Andere Arbeitsgruppen kommen hingegen zu der Erkenntnis, dass auch ein 
alleiniges Inhalationstrauma zu einer konstant gesteigerten IL-6-Exkretion in 
den Intraalveolarraum führt (Pang et al., 2000). Dies konnten wir anhand der 
uns vorliegenden Daten weniger bestätigen, was unter anderem durch eine 
unterschiedliche Dosis  der verschiedenen Rauchgasbestandteile in den 
verschiedenen Tiermodellen begründet sein könnte, als auch in der 
Versuchdauer und den somit unterschiedlichem Messzeitpunkten. 
Bei Betrachtung des zeitlichen Verlaufs innerhalb dieser beiden Gruppen mit 
singulärem Trauma (B und C) zeigt sich nach drei Stunden Versuchdauer, im 
Vergleich zur Kontroll- und Kombinationsgruppe, die intraalveoläre IL-6-
Exkretion am deutlichsten vermindert. Im Vergleich dazu liegen nach einer und 
sechs Stunden Versuchsdauer, innerhalb der Verbrennungs- und 
Inhalationsgruppe jeweils höhere Werte vor. Für diese aufgetretene 
Schwankung finden sich in der Literatur keine vergleichbaren Daten. 
Bei Betrachtung der Ergebnisse aus der Kombinationsgruppe (D) verzeichneten 
wir im Verlauf eher eine erhöhte intraalveoläre IL-6 Konzentration. So 
verzeichneten wir im Rahmen unsere Experimente innerhalb der Inhalations- 
(B) und Verbrennungs-Gruppe (C) in der frühesten Phase (eine Stunde nach 
Trauma) zwar zunächst höhere Konzentrationen als in der Kombinationsgruppe 
(D). Diese Unterschiede waren allerdings nicht signifikant. Nach drei Stunden 
Versuchsdauer fanden sich dann die höchsten intraalveolären IL-6 
Konzentrationen in der Kombinationsgruppe. So konnten wir nach drei Stunden 
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im Vergleich von Verbrennungs- und Kombinationsgruppe (p=0,023) und 
Inhalations- und Kombinationsgruppe (p=0,005) signifikante Unterschiede 
feststellen. Dies entspricht den Beobachtungen von Wright et al. (Wright und 
Murphy, 2005), die in einer klinischen Studie eine Erhöhung des intraalveolären 
IL-6, nach einem und vier Tagen Versuchsdauer, nach Kombinationstrauma 
nachweisen konnten. 
Nach sechs Stunden Versuchsdauer ließen sich dann jedoch in den beiden 
Gruppen mit einzelnem Trauma (B und C) höhere IL-6-Konzentrationen als in 
der Kombinationsgruppe (D), nachweisen. Allerdings war dabei lediglich der 
Unterschied zwischen der Inhalations- und Kombinationsgruppe (p=0,045) 
signifikant.  
Diese Abweichung in der Tendenz deckt sich zum Teil mit den Ergebnissen von 
Finnerty et al. (Finnerty et al., 2007), die in einer klinischen Studie ebenfalls 
keine Erhöhung der proinflammatorischen Zytokine, in der frühen Phase nach 
Kombinationstrauma, gegenüber dem alleinigen Verbrennungstrauma, 
nachweisen konnten.  
So lässt sich anhand unserer Ergebnisse sagen, dass tendenziell sowohl die 
Beatmungstherapie als auch das Kombinationstrauma zu einer erhöhten 
Ausschüttung von IL-6 in den Intraalveolarraum führt, wohingegen das alleinige 
Verbrennungs- und Inhalationstrauma die Exkretion des intraalveolären IL-6 
eher zu unterdrücken scheint.  
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6. Aussichten für die Zukunft: 
 
Durch zahlreiche Studien sind in den letzten Jahren große Fortschritte im 
Verständnis der immunologischen Veränderungen, die aus Verbrennungen und 
Inhalationstraumata resultieren, erzielt worden.  Diese Erkenntnisse konnten 
wesentlich dazu verhelfen neue Therapiekonzepte zu etablieren, die dazu 
beigetragen haben, dass die Mortalität des Verbrennungs- und 
Inhalationstraumas gesenkt werden konnte.  Das Ziel einer effektiven 
immunmodulatorischen Therapie ist bis dato aber noch nicht erreicht. 
Weitere Studien sind deshalb nötig, um neben anderen immunologischen 
Veränderungen, die Rolle des intraalveolären IL-6 nach einem Trauma auf den 
Organismus zu klären. Ebenso ist es von großem Interesse die genauen 
Vorgänge zu erforschen, die zu einer Modulation der Exkretion von IL-6 in die 
Alveolen führen.  
Dies ist auch von großer klinischer Bedeutung, da sich daraus neue 
Möglichkeiten für zukünftige Therapieansätze entwickeln lassen. Das Ziel einer 
effektiven Therapie wird man dabei sicherlich nicht durch die Immunmodulation 
eines einzelnen Faktors wie des z.B. des IL-6 erreichen. Deshalb sollte es das 
Ziel sein sinnvolle Kombinationstherapien zu entwickeln, welche die einzelnen 
immunologischen Zusammenhänge berücksichtigen. 
Einen weiteren klinischer Nutzen erhofft man sich von der Möglichkeit anhand 
der Konzentrationen verschiedener Zytokine wie z.B. IL-6 eine Aussage über 
den Immunstatus, die Prognose und den Krankheitsverlauf treffen zu können 
(Nijsten et al., 1991, Oberholzer et al., 2005, Struzyna et al., 1995). Bereits 
heute wird das Interleukin-6 in vielen Krankenhäusern, bei der Diagnostik von 
verschiedenen Krankheitsbildern als früher Entzündungsindikator anderen 
„klassischen Markern“ wie z.B. dem CRP (C reaktives Protein) vorgezogen oder 
wird zumindest als gleichberechtigt gewertet (Jiang et al., 2004, Sack et al., 
2006). 
Ein Nachteil dabei ist jedoch der Kostenfaktor, da für die Bestimmung des IL-6 
ein höherer apparativer Aufwand betrieben werden muss als dies z.B. für das 
CRP der Fall ist. Dies würde sich allerdings relativieren wenn das IL-6 in 
Zukunft weiter an Bedeutung zunimmt und dadurch möglicherweise 
Anstrengungen unternommen würden, preiswertere Verfahren zum Nachweis 
zu entwickeln. 
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6.1 Therapieansätze: 
 
Die Erkenntnisse aus Tierexperimenten von Verbrennungs- und 
Inhalationstrauma, helfen die pathophysiologischen und immunologischen 
Vorgänge besser zu verstehen und geben die Möglichkeit neue 
Therapieansätze zu entwickeln und  an einem lebenden Organismus zu prüfen.  
So konnten Piccolo et al. durch die Blockierung des Komplementsystems nach 
einem Verbrennungstrauma, bei Ratten eine geringere Entwicklung eines 
ARDS nachweisen (Piccolo et al., 1999).  Andere Arbeitsgruppen beobachteten 
beim Verbrennungstrauma einen positiven Effekt durch die Blockierung von 
Adhäsionsstellen für neutrophile Granulozyten (Fuchs et al., 2006, Mileski et al., 
1993), wodurch die Effektorzellen der Entzündungsreaktion nicht an ihren 
Wirkungsort gelangen können. 
Eine weitere Methode ist die direkte Blockierung von Zytokinen wie z.B. IL-6 
durch monoklonale Antikörper.  So konnte in einer Studie von Fontanilla et al. 
(Fontanilla et al., 2000) an Mäusen, eine verbesserte Immunfunktion nach 
einem Verbrennungstrauma, durch die Gabe eines Anti-Interleukin-6-
Antikörpers nachgewiesen werden.  Pallua et al.  (Pallua und von Heimburg, 
2003) konnten in einem Verbrennugsmodell bei der Maus ebenfalls eine 
verbesserte Immunabwehr durch Substitution von IL-6-Antikörpern, als auch 
durch Substitution von IL-6-Rezeptor-Antikörpern, nachweisen. 
Wieder andere Therapiekonzepte basieren auf der Immunmodulation durch 
Hormonsubstitution. So konnten Gianotti et al. (Gianotti et al., 1996) durch 
Gabe von Steroiden, eine generelle Verbesserung der Abwehrlage bei Mäusen, 
in einem Verbrennungsmodell, nachweisen.  Dieser positive Effekt der 
Kortikosteroidsubstitution auf die Morbidität und Mortalität des 
Verbrennungstraumas ließ sich auch in Rahmen einer klinischen Studie von 
Fuchs et al. (Fuchs et al., 2007) nachweisen. Ein weiteres Konzept stellt die 
Substitution von Interleukinen dar.  In einem Verbrennungsmodell bei Mäusen, 
konnte durch Gabe von rekombinanten IL-12, eine Verbesserung der viralen 
Abwehr aufgezeigt werden (Matsuo et al., 1996). 
Eine erfolgreiche Behandlung des Verbrennungs- und Inhalationstraumas wird 
zukünftig jedoch nicht über einen einzelnen Therapieansatz möglich sein, 
sondern bedarf der sinnvollen Kombination dieser einzelnen Konzepte. Hierzu 
bedarf es auch in Zukunft weiterer experimenteller und klinischer Studien.  
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6.2 Weitere Arbeiten:  
 
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Blut-, Lavage- und Gewebeproben 
wurden für weitere Studien verwendet.  
In einer dieser Studien wurde unter anderem die Konzentration von Leptin im 
Serum bestimmt.  
Eine weitere Arbeit untersuchte die Expression von mRNA für verschiedene 
Zytokine in den Gewebeproben von Leber und Lunge.  
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7. Zusammenfassung: 
 
Im klinischen Alltag stellt das Kombinationstrauma aus Inhalations- und 
Verbrennungstrauma eine häufig bei Brandopfern vorzufindende 
Verletzungsform dar. Die Mortalität eines solchen Kombinationstraumas ist 
dabei deutlich höher, als die der einzelnen Verletzungen. Die 
pathophysiologischen und immunologischen Zusammenhänge die dieser 
erhöhten Sterblichkeit zu Grunde liegen, sind bis dato noch nicht vollständig 
aufgeklärt. Daher sind experimentelle Tiermodelle von Nöten, um diese 
Zusammenhänge an einem lebenden Organismus, näher untersuchen zu 
können. Im ersten Abschnitt dieser Arbeit ist es uns gelungen, ein 
standardisiertes Kleintiermodell zum Inhalations- und Verbrennungstrauma an 
der Ratte zu etablieren. Dieses Modell zeichnet sich durch seine hohe 
Standardisierung der zugefügten Traumata sowie seine gute 
Reproduzierbarkeit aus. Dadurch empfiehlt sich das im Verlauf dieser Arbeit 
entwickelte Tiermodell für die weitere Verwendung in zukünftigen Studien. 
Der zweite Abschnitt dieser Arbeit widmete sich näher den immunologischen 
Auswirkungen des Kombinationstraumas unter spezieller Betrachtung der 
intraalveolären Interleukin-6 Konzentration. So war es im Rahmen unserer 
Versuche möglich, anhand der Kontrollgruppe einen signifikanten Anstieg der 
intraalveolären Interleukin-6 Konzentration nach physiologischer 
Beatmungstherapie zu beobachten. Im Vergleich mit den anderen 
Versuchsgruppen fanden sich hier im Verlauf die höchsten IL-6-
Konzentrationen. Die Betrachtung des einzelnen Inhalations- sowie 
Verbrennungstraumas erbrachte im zeitlichen Verlauf keine statistisch 
signifikant darstellbare Tendenz der gemessenen IL-6-Konzentrationen. Im 
Verlauf scheint ein einzelnes Trauma die IL-6-Konzentration jedoch eher zu 
vermindern. 
Eine Augmentation der immunologischen Reaktion nach Kombinationstrauma 
ließ sich zwar statistisch signifikant nicht darstellen, war jedoch tendenziell 
nachvollziehbar. 
Da diese Ergebnisse, der singulären Betrachtung des intraalveolären IL-6 
scheinbar keine näheren Rückschlüsse auf die immunologischen 
Zusammenhänge nach Kombination von Inhalations- und thermischem Trauma 
zulassen, erscheint es sinnvoll diesbezüglich weitere Studien durchzuführen. 
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Zukünftige Versuche haben dabei im Rahmen dieses Modells die Option die 
Immunantwort auf diese Traumata weiter aufzuklären. Hierbei sollten sie 
weitere immunologische Mediatoren mit einbeziehen, da sich die Eingangs 
erwähnte erhöhte Mortalität des Kombinationstraumas, wohl nicht auf einen 
einzelnen Faktor oder Reaktionsweg zurückführen lässt. 
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IV. Daten der ELISA-Messungen für IL-6: 
 
Die folgenden Tabellen geben die exakten Ergebnisse der bei den einzelnen 
Versuchstieren gemessenen intraalveolären IL-6-Konzentrationen wieder. Die 
vor Versuchende verstorbenen Tiere (n=9) gingen nicht in die Daten ein und 
wurden in den folgenden Tabellen durch ein „X“ markiert. 
 
 
IV.1 Kontrollgruppe (A): 
 
Die Tabelle IV.1 zeigt die intraalveolären Konzentrationen von Interleukin-6 
(pg/ml) zu den verschiedenen Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), bei 
den jeweiligen Versuchstieren der Kontrollgruppe (n=20). In dieser Gruppe kam 
es zum versterben eines Versuchstieres aus der 1-Stunden-Untergruppe vor 
Versuchende, so dass sich die Anzahl der Tiere auf 20 reduzierte. 
 
Tabelle IV.1: Konzentration von IL-6 (pg/ml) der Kontrollgruppe zu den verschiedenen 
Messzeitpunkten 
Kontrollgruppe (A) - IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
2,966 46,924 158,903 
29,201 53,98 97,774 
72,0 67,136 45,729 
31,189 68,892 50,564 
34,34 55,304 60,159 
38,9 1,454 47,15 
X 5,405 112,493 
Standardabweichung 
22,175 27,926 42,988 
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IV.2 Verbrennungsgruppe (B): 
 
Die Tabelle IV.2 zeigt die intraalveolären Konzentrationen von Interleukin-6 
(pg/ml) zu den verschiedenen Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), bei 
den jeweiligen Versuchstieren der Verbrennungsgruppe (n=19). In dieser 
Gruppe kam es zum versterben von drei Versuchstieres vor Versuchende, so 
dass sich die Anzahl der Tiere auf 19 reduzierte. In der 3-Stunden-Untergruppe 
befinden sich insgesamt 8 Versuchstiere (n=8). 
 
Tabelle IV.2: Konzentration von IL-6 (pg/ml) der Verbrennungsgruppe zu den verschiedenen 
Messzeitpunkten 
Verbrennungsgruppe (B) - IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
5,022 52,111 48,622 
90,603 55,771 82,005 
29,317 9,896 22,965 
36,216 52,831 22,82 
X 14,926 46,797 
39,593 36,447 X 
X 8,212 115,314 
- 9,29 - 
Standardabweichung 
31,275 21,462 36,124 
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IV.3 Inhalationsgruppe (C): 
 
Die Tabelle IV.3 zeigt die intraalveolären Konzentrationen von Interleukin-6 
(pg/ml) zu den verschiedenen Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), bei 
den jeweiligen Versuchstieren der Inhalationsgruppe (n=18). In dieser Gruppe 
kam es zum versterben von drei Versuchstieren vor Versuchende, so dass sich 
die Anzahl der Tiere auf 18 reduzierte. 
 
Tabelle IV.3: Konzentration von IL-6 (pg/ml) der Inhalationsgruppe zu den verschiedenen 
Messzeitpunkten 
Inhalationsgruppe (C) - IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
45,679 X 28,943 
28,527 22,433 29,543 
41,768 15,193 66,265 
42,45 54,39 78,286 
92,013 16,54 89,739 
40,626 3,971 97,929 
X 21,87 X 
Standardabweichung 
22,110 17,027 29,771 
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IV.4 Kombinationsgruppe (D): 
 
Die Tabelle IV.4 zeigt die intraalveolären Konzentrationen von Interleukin-6 
(pg/ml) zu den verschiedenen Versuchszeitpunkten (1, 3 und 6 Stunden), bei 
den jeweiligen Versuchstieren der Kombinationsgruppe (n=19). In dieser 
Gruppe kam es zum versterben von zwei Versuchstieren vor Versuchende, so 
dass sich die Anzahl der Tiere auf 19 reduzierte. 
 
Tabelle IV.4: Konzentration von IL-6 (pg/ml) der Kombinationsgruppe zu den verschiedenen 
Messzeitpunkten 
Kombinationsgruppe (D) - IL-6-Konzentrationen (pg/ml) nach 
1 Stunde 3 Stunden 6 Stunden 
8,439 59,87 14,783 
84,547 49,09 75,462 
20,215 86,045 26,389 
7,48 33,596 43,129 
33,937 45,911 29,242 
68,638 49,952 35,147 
X X 51,254 
Standardabweichung 
32,372 17,796 19,797 
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